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Abb.   Abbildung 
bidest.   bidestilliert 
Da   Dalton 
dest.   destilliert 
DTT   Dithiothreitol 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
ESI-MS  Elektrospray-Ionisierungs-Massenspektrometrie 
FTIR   Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie 
GMP   (glyko-)Makropeptid 
GPC   Gelpermeationschromatographie 
HPLC high performance liquid chromatography 
(Hochleistungsflüssigkeitschromatographie) 
IEF   Isoelektrische Fokussierung  
Kap.   Kapitel 
kDa   Kilo-Dalton 
MIT   Methylisothiazolon 
MS   Massenspektrometrie 
NANA  N-Acetylneuraminsäure 
NCN   Nicht-Casein-Stickstoff 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
pI   Isoelektrischer Punkt 
RP-HPLC  reversed phase-(Umkehrphasen-)HPLC 
SDS   sodium dodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat) 
succ.   succinyliert 
Tab.   Tabelle 
TEMED  N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
TNBS   Trinitrobenzensulfonsäure 
TOF   time of flight 
Tricin   Tris(hydroxymethyl)-methylglycin 




Alanin   Ala   A 
Arginin  Arg   R 
Asparagin   Asn   N 
Asparaginsäure Asp   D 
Cystein  Cys   C 
Glutamin  Gln   Q 
Glutaminsäure Glu   E 
Glycin   Gly   G 
Histidin  His   H 
Isoleucin  Ile   I 
Leucin   Leu   L 
Lysin   Lys   K 
Methionin  Met   M 
Phenylalanin  Phe   F 
Prolin    Pro   P 
Serin   Ser   S 
Threonin  Thr   T 
Tryptophan  Trp   W 
Tyrosin  Tyr   Y 






Die Käsereifung ist ein aufwendiger und schwer kontrollierbarer Prozess. Zur Vermeidung 
von Fehlreifungen oder Reifungsverzögerungen sind standardisierte Käseherstellungs-
verfahren unerlässlich. Unabdingbar ist dabei das detaillierte Wissen um den 
proteolytischen Abbau der einzelnen Caseinfraktionen während der Reifung, da die 
Proteolyse genau wie die Lipolyse und Glycolyse essentiell für die Entwicklung von 
Textur und Flavour im Käse ist. Im Vergleich zum Wissensstand bezüglich der 
Hauptcaseinfraktionen αs- und β-Casein ist der zum κ-Casein eher dürftig. Dabei kommt 
κ-Casein, obwohl es quantitativ eine Minorcaseinkomponente von Kuhmilch darstellt, 
nicht nur bei der Stabilisierung der Struktur der Caseinmicelle eine Schlüsselrolle zu 
(Holt, 1992). So erfolgt der Transfer des Milchgerinnungsenzyms in den Käsebruch allein 
durch Assoziation mit para-κ-Casein, welches durch Hydrolyse von κ-Casein nach 
Zugabe von proteolytischen Enzymen zur Milch entsteht (de Roos et al., 2000; de Roos et 
al., 1998). Bioaktive (para-)κ-Caseinfragmente mit Wirkung als opioide Antagonisten 
(Casoxine), antithrombotischer Wirkung (Casoplateline) sowie immunstimulierenden 
Eigenschaften sind bekannt (Meisel et al., 1996; Schlimme et al., 1995; Chabance et al., 
1995; Schlimme et al., 1991; Chiba et al., 1986). Untersuchungen zur Proteolyse-
beständigkeit des para-κ-Caseins während der Käsereifung ergaben bisher, dass para-κ-
Casein im Käse nicht hydrolysiert wird oder dass im Fall einer Hydrolyse der Anteil an 
Spaltprodukten sehr gering ist (Fox et al., 1996; Addeo et al., 1994; Addeo et al., 1992; 
Green et al., 1974). Während die Käsematrix zur Verfolgung der Proteolyse zu komplex 
ist, ist es fraglich, wie die Ergebnisse aus Untersuchungen an Lösungen des isolierten κ-
Caseins zu bewerten sind. Parameter wie Wassergehalt, Proteolyse- bzw. Inkubationszeit, 
das Ionenmilieu, die Temperatur oder der pH-Wert unterscheiden sich von denen der 
Käsereifung, wenn man ungeeignete Modelle wählt. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, ein wasserlimitiertes Modell zu erstellen, um 
möglichst käseähnliche Bedingungen für eine Simulation der Käsereifung zu erhalten. 
Dieses Modell soll die Bestimmung proteolytischer Reifezeichen, also der durch Wirkung 
von Milchgerinnungsenzymen auf para-κ-Casein gebildeten Proteolyseprodukte, 
ermöglichen. Zum Vergleich soll der proteolytische Abbau des para-κ-Caseins durch die 
industriell bedeutenden Milchgerinnungsenzyme Chymosin, Fromase und Suparen in 
einem wässrigen milchähnlichen Modell verfolgt werden. Da bei diesen Untersuchungen 
die Wirkung der Käsereifungsflora auf para-κ-Casein offen bleibt, ist die Prüfung der 
Modelluntersuchungen auf Praxisrelevanz durch Untersuchung einer kommerziell 
erhältlichen Käsesorte notwendig. 
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2 Theoretischer Teil 
 
2.1 Käsereitechnologie und Käsesorten 
 
Nach Fox (1989) ist die Käsebereitung als Dehydratationsprozess zu sehen, bei welchem 
Casein und Fett in Abhängigkeit von der Käsesorte auf das 6- bis 10fache der 
Konzentration in Milch angereichert werden.  
 
Die wesentlichsten Verfahrensschritte zur Herstellung von Käse nach AID (1993) sind in 
Abb. 2.1 – 1 wiedergegeben. Die zur Käseherstellung vorgesehene Milch muss eine 
bestimmte Ausgangsqualität für den eigentlichen Käsungsprozess aufweisen. Maßnahmen 
wie Erhitzen, Vorstapeln, Fettgehaltsstandardisierung u. a. dienen zur Vorbehandlung der 
Milch. Das Einleiten der Säuerungsphase, auch als Vorreifen bezeichnet, führt zur 
Standardisierung des Rohstoffs hinsichtlich Säuregrad, Gehalt an Säurebildnern 
(Milchsäurebakterien) und Proteinquellung. Der pH-Wert sinkt durch das Vorreifen 
geringfügig auf Werte von 6,3 - 6,5. Der pH-Wert frisch ermolkener Milch liegt bei 
6,4 - 6,7. Die pH-Wert-Erniedrigung setzt sich über die Bruchsäuerung und Säuerung im 
Rohkäse bis zum Ende des Salzens fort. Nach dem Vorreifen erfolgt die Gerinnung der 
Käsereimilch durch proteolytische Enzyme und Säuerung oder ausschließlich Säuerung. 
Üblich sind Gerinnungstemperaturen von 28 - 34 °C. Die am Ende der Dicklegungszeit 
zur kompakten Gelmasse geronnene Milch wird zur weiteren Verarbeitung zerkleinert 
(gebrochen). Der so entstandene Käsebruch wird je nach Käsesorte spezifisch durch 
Maßnahmen wie Schneiden, Nachwärmen („Brennen“) oder Waschen bereitet. Nach dem 
Abfließen bzw. Abziehen der Molke wird der Bruch zu Rohkäse geformt. Rohkäse 
werden meist gesalzen, vereinzelte Sorten auch gepresst, einige mit spezifischen Hefe- 
und / oder Schimmelkulturen, zum Teil auch mit Gewürzen und Lebensmittelfarbstoffen 
versetzt. Während des Salzens erreicht der seit Säuerungsbeginn ständig sinkende pH-
Wert im Käse mit pH 4,6 - 5,4 sein Minimum. Die Käsereifung erfolgt meist bei 
Temperaturen von 10 - 17 °C und bei relativer Luftfeuchte von 80 - 95 % über einen 
Zeitraum von einigen Tagen bis mehreren Wochen (Spreer, 1995; Kammerlehner, 1986; 
Schormüller, 1968).  
 
Gemäß § 6 Käseverordnung1 wird Käse nach dem Wassergehalt in der fettfreien Käse-
masse in sechs Gruppen eingeteilt (siehe Tab. 2.1 – 1).  
 
                                                 
1 Käseverordnung  
In der Fassung der Bekanntmachung vom 14. April 1986 (BGBl. I S. 412), zuletzt geändert durch Art. 8 
VO zur Neuordnung lebensmittelrechtlicher Vorschriften über Zusatzstoffe v. 29. 01. 1998 (BGBl. I S. 
230, 294) 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Abb. 2.1 – 1:   Käseherstellung nach AID (1993) 
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Tab. 2.1 – 1:   Käsegruppen gemäß § 6 Absatz 1 und Anlage 1 Käseverordnung 
Käsegruppen Käsestandardsorten Wassergehalt in der 
fettfreien Käsemasse 
Hartkäse Emmentaler, Bergkäse, Chester (Cheddar) ≤ 56 % 
Schnittkäse Gouda, Edamer, Tilsiter 54 - 63 % 
Halbfester Schnittkäse Wilstermarschkäse, Steinbuscher, 
Edelpilzkäse, Butterkäse 
61 - 69 % 
 
Sauermilchkäse Harzer Käse, Stangenkäse, Korbkäse, 
Handkäse, Spitzkäse 
60 - 73 % 
Weichkäse Weißlacker, Camembert, Brie > 67 % 
Frischkäse Speisequark, Schichtkäse, Rahmfrischkäse, 
Doppelrahmfrischkäse 
> 73 % 
 
Hartkäse, Schnittkäse fest und halbfest sowie Weichkäse werden auch als Labkäse 
bezeichnet, da sie unter Verwendung proteolytischer Gerinnungsenzyme wie Lab oder 
mikrobieller Proteasen (Labaustauschstoffe) hergestellt werden. Lab wird aus dem vierten 
Magen von 3 - 4 Wochen alten, noch säugenden Kälbern gewonnen. Der wertgebende 
Bestandteil des Kälberlabs ist das Chymosin. Daneben enthalten Labpräparate Pepsin 
(Ruttloff, 1994). Im Unterschied zum Labkäse wird Frischkäse keiner Reifung 
unterworfen. Sauermilchkäse wird überwiegend aus Sauermilchquark gewonnen. Zur pH-
Wert-Einstellung werden Natriumhydrogencarbonat, Calciumcarbonat und Phosphate 
verwendet. Sauermilchkäsesorten unterscheiden sich vorwiegend in der Oberflächenbe-
handlung. Es gibt Sauermilchkäse mit Schmierebildung, und solche, die mit Schimmel-
kulturen behandelt werden. Brevibacterium linens stellt den wichtigsten Vertreter der 
sogenannten Rotschmierebakterien dar und ist dominant im Oberflächenwuchs von Gelb-
und Rotschmierekäse. Da diese Bakterien nicht ohne Luft wachsen können, werden sie 
durch Schmieren bzw. Wischen immer wieder auf der Käseoberfläche verteilt. Sie siedeln 
sich neben Hefen auf der Oberfläche an und sind zum einen entscheidend an der 
Pigmentbildung zum anderen an der Ausbildung von Aroma und Geschmack der 




Milch enthält neben Wasser im Durchschnitt 3,6 % Fett, 3,3 % Protein, 4,6 % Lactose und 
0,7 % Mineralstoffe2. Im allgemeinen und gesetzlichen Sprachgebrauch wird unter der 
Bezeichnung Milch Kuhmilch verstanden. Die chemische und mikrobiologische 
Zusammensetzung der Milch und eventuell in Milch übergehende Fremdstoffe sind 
Kriterien für deren Käsereitauglichkeit. Hinsichtlich der Käseausbeute ist der Gehalt der 
                                                 
2 Der kleine „Souci-Fachmann-Kraut“. Lebensmitteltabelle für die Praxis (1991). Dt. Forschungsanstalt für 
Lebensmittelchemie, Garching bei München (Hrsg.). 2. Auflage, Wiss. Verl.-Ges., Stuttgart 
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Milch an Lipiden und Proteinen, vor allem an Casein, von entscheidender Bedeutung. 
Caseine sind Phosphoproteine, die ca. 80 % des gesamten Proteingehaltes der Milch 
ausmachen. Zur Gruppe der Caseine gehören αs1-, αs2-, β- und κ-Casein. Zu erwähnen 
sind auch die γ-Caseine, die durch das Milchenzym Plasmin als Fragmente aus dem 
β-Casein freigesetzt werden. Die Proteose-Peptone, überwiegend durch Plasmin frei-
gesetzte N-terminale Fragmente des β-Caseins, zählen ebenso zur Caseinfraktion. Neben 
Casein enthält Milch die Molkenproteine β-Lactoglobulin, α-Lactalbumin, Serumalbumin, 
Immunoglobuline und Lactoferrin. Durch Ausfällen der Caseine an ihrem isoelektrischen 
Punkt (pH 4,6) können die beiden Proteingruppen getrennt werden (Wong et al., 1996; 
Schlimme et al., 1995; Mehrens et al., 1991; Kammerlehner, 1986). 
 
2.2.1 Casein-Fraktionen und deren Eigenschaften 
 
Angaben zur Aminosäurezusammensetzung der Caseine sind der Tab. 2.2 - 1 zu ent-
nehmen.  
 
Tab. 2.2 – 1:   Aminosäurezusammensetzung von Caseinen (Wong et al., 1996;  
Cheftel et al., 1992; Fox, 1989) 
Aminosäurereste αs1-CN B-8P αs2-CN A-11P β-CN A1-5P κ-CN B-1P 
Asp 7 4 4 4 
Asn 8 14 5 7 
Thr 5 15 9 14 
Ser 8 6 11 13 
Glu 25 25 17 13 
Gln 14 15 22 14 
Gly 9 2 5 2 
Ala 9 8 5 15 
Pro 17 10 35 20 
Val 11 14 19 11 
Met 5 4 6 2 
Cys1/2 0 2 0 2 
Ile 11 11 10 13 
Leu 17 13 22 8 
Tyr 10 12 4 9 
Phe 8 6 9 4 
Lys 14 24 11 9 
His 5 3 5 3 
Trp 2 2 1 1 
Arg 6 6 4 5 
Total 199 207 209 169 
Theoretischer Teil 6 
Im Tabellenkopf der Tab. 2.2 - 1 sind die Caseine unter Angabe der genetischen Variante 
und der Anzahl an Phosphoserinresten angeführt. 
Die Caseine sind in unterschiedlichem Maß an Serin- und gelegentlich an Threoninresten 
phosphoryliert (Cheftel et al., 1992; Swaisgood, 1992). Sie zeigen Phosphorylierungs-
stellen mit der Sequenz -Ser-X-Y-, wobei X eine beliebige Aminosäure und Y Glu oder 
Ser darstellt (Wong et al., 1996). Im Gegensatz zu αs- und β-Casein, bei denen die 
zahlreichen Phosphorylierungsstellen in Clustern im N-terminalen Teil lokalisiert sind, 
besitzt κ-Casein nur eine oder selten zwei Phosphorylierungsstellen im C-terminalen 
Segment. Offenbar ist Ser 149 immer und Thr 145 nur gelegentlich phosphoryliert (Farrell 
et al., 1993; Kumosinski et al., 1991). Vreeman et al. (1977) erwähnen darüber hinaus 
noch Ser 127 als mögliche Phosphorylierungsstelle. Da die Calciumionenbindung stark 
von den Phosphatresten abhängt, ist es verständlich, dass αs- und β-Casein Calcium 
wesentlich stärker binden als κ-Casein, speziell im neutralen pH-Bereich. Dabei sind αs1- 
und αs2-Casein sensitiver gegenüber Calcium als β-Casein (Wong et al., 1996; Belitz et 
al., 1993; Cheftel et al., 1992; Swaisgood, 1992). 
Betrachtet man die Aminosäurezusammensetzung einzelner Caseine, so fällt auf, dass sie 
reich an Gln und Glu sind. Bemerkenswert ist der hohe Prolingehalt, insbesondere beim 
β-Casein. Pro, welches sehr regelmäßig über die gesamte Peptidkette verteilt ist, 
verhindert in größerem Ausmaß das Auftreten geordneter Strukturen wie α-Helix und β-
Faltblatt-Strukturen. Auch das Fehlen von Cys und Cystin, bis auf geringe Mengen bei κ- 
und αs2-Casein, ist ein Hinweis auf die relativ flexible, offenkettige Struktur der Caseine 
(Cheftel et al., 1992; Swaisgood, 1992). 
Alle Caseine zeigen genetischen Polymorphismus. Die genetischen Varianten unter-
scheiden sich nur durch Substitution einer oder mehrerer Aminosäuren in der 
Peptidsequenz. Gegenwärtig sind fünf genetische Varianten des αs1-Caseins (A, B, C, D, 
E), vier Varianten des αs2-Caseins (A, B, C, D) und sieben Varianten des β-Caseins (A1, 
A2, A3, B, C, D, E) bekannt (Dalgleish, 1997; Wong et al., 1996; Schlimme et al., 1995; 
Belitz et al., 1993; Cheftel et al., 1992; Swaisgood, 1992; Mehrens et al., 1991). Neben 
den zwei genetischen Varianten A und B des κ-Caseins (Woychik, 1964; Schmidt, 1964) 
existieren noch die seltener auftretenden genetischen Formen C und E (Schlieben et al., 
1990; Ehrhard, 1989). Die genetische Variante A unterscheidet sich von der Variante B 
durch Substitution von zwei Aminosäuren. Thr 136 wird durch Ile, Asp 148 durch Ala 
ersetzt (Wong et al., 1996; Schlimme et al., 1995). Die Aminosäuresubstitutionen der 
Varianten A, B und E liegen im C-terminalen Segment des κ-Casein-Moleküls, bei der 
Variante C im N-terminalen Abschnitt. Die ebenfalls beschriebene genetische Variante D 
ist mit der genetischen Variante C identisch (Lodes, 1995). Mittels verschiedener 
elektrophoretischer Techniken sind die Polymorphismen der Caseine nachweisbar, 
allerdings nur bei genetischen Varianten, die unterschiedliche elektrische Ladung, Struktur 
oder Molekülgröße besitzen. Da sich κ-Casein A und E nur durch den Austausch einer 
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Aminosäure unterscheiden, liegen sie bei der elektrophoretischen Trennung nah bei-
einander (Lodes, 1995). 
 
2.2.2 Struktur und Eigenschaften des κ-Caseins  
 
Der durchschnittliche Anteil von κ−Casein am Gesamtcasein liegt bei 10 – 15 %. Die 
kohlenhydratfreie Molmasse beträgt 19023 Da (Wong et al., 1996). Die Peptidkette des 
κ-Caseins besteht aus 169 Aminosäuren. Nur Glu auf der Position 1 liegt cyclisiert als 
Pyroglutaminsäure vor (Schlimme et al., 1995; Cheftel et al., 1992). 
 
E E Q N Q E Q P I R C E K D E R F F S D K I A K Y I P I Q Y V L S R Y P S Y G L  40 
N Y Y Q Q K P V A L I N N Q F L P Y P Y Y A K P A A V R S P A Q I L Q W Q V L S  80 
D T V P A K S C Q A Q P T T M A R H P H P H L S F M A I P P K K N Q D K T E I P  120 
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Abb. 2.2 – 1:   Primärstruktur von Rinder-κ-Casein B-1P (Mercier et al., 1973) 
 
Obwohl die Primärstruktur (siehe Abb. 2.2 – 1) bekannt ist (Swaisgood, 1992; Stewart et 
al., 1984; Mercier et al., 1973), können höhere Strukturen nach bisherigem Kenntnisstand 
nur ungefähr vorhergesagt werden. Von Caseinen konnten bislang keine Kristalle erhalten 
werden. Deshalb war die Aufklärung höherer Strukturen mittels Röntgenstrukturanalyse 
nicht möglich. Erschwerend kommt hinzu, dass κ-Casein in unterschiedlichem Ausmaß 
glycosyliert vorliegt.  
 
Allein der Einsatz von Raman- und FTIR-Spektroskopie sowie die Simulierung von 
Strukturen durch computergestützte Modelle („molecular modelling“) lassen Teilaussagen 
zu. So lassen sich aus derartigen Untersuchungen geordnete Strukturbereiche berechnen: 
10 - 20 % α-Helix-Struktur, 20 - 30 % β-Faltblatt-Struktur und 15 - 25 % Turns 
(Swaisgood, 1992) bzw. fünf geordnete Sequenzabschnitte mit α−Helix-Struktur (23 %), 
sieben Bereiche mit β-Faltblatt-Struktur (31 %) und zehn Bereiche mit β−Turn-Struktur 
(25 %) (Cheftel et al., 1992). Die Sekundärstrukturzuweisungen nach Farrell et al. (1993) 
sind in Abb. 2.2 - 2 dargestellt. P steht für Pro und SP für Serinphosphat. Die mit kleinen 
Kreisen markierten Abschnitte (z. B. Position 1 - 6) kennzeichnen die α−Helix-Struktur-
bereiche, die sägezahnähnlichen Abschnitte (z. B. Position 40 - 46) β−Faltblatt-Struktur 
und die Turns werden durch ausgestellte Striche (z. B. Position 35 - 37) dargestellt. 
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Abb. 2.2 – 2:   Sekundärstrukturzuweisungen nach Farrell et al. (1993) für κ-Casein 
 
κ-Casein besitzt amphipolaren Charakter. Der N-terminale Teil Pyro Glu 1 – Phe 1053 ist 
hydrophob und wird als para-κ-Casein bezeichnet. Der C-terminale Abschnitt Met 106 -
Val 1693 des κ-Casein-Moleküls ist hydrophil und wird, da er alle Kohlenhydrate des 




Die ersten 100 Aminosäuren des N-terminalen Segments tragen bei pH 7 eine positive 
Nettoladung und sind im Bereich der Positionen Leu 40 und Ser 80 sehr hydrophob. Para-
κ-Casein enthält alle aromatischen Aminosäuren und bis auf drei Lysinreste alle basischen 
Aminosäuren des gesamten Moleküls (Jolles, 1975). Hervorzuheben sind die nur im N-
terminalen Abschnitt vorkommenden zwei Cysteinreste. In aus Kuhmilch isoliertem und 
gereinigtem κ-Casein sind eine Reihe von über Disulfidbrücken vernetzten Polymeren 
nachweisbar. Die Vernetzung bewegt sich zwischen Monomer und Oktamer, gelegentlich 
treten auch höhere Polymere auf (Farrell et al., 1999). Rasmussen et al. (1992) zeigten, 
dass die Oligomere unter Nutzung der drei möglichen Kombinationen der Disulfid-
bindungen Cys 11 - Cys 11, Cys 88 - Cys 88 und Cys 88 - Cys 11 eine zufällige Quer-
vernetzung aufweisen. Nach Wong et al. (1996) kommt κ-Casein in polymerer Form in 
Größen von 60 bis 600 kDa vor. Molmassen > 600 kDa wurden von Farrell et al. (1999) 
und Thurn et al. (1987) unter Einsatz verschiedener Messmethoden wie Sedimentation 
oder Elektronenmikroskopie gefunden. Para-κ-Casein ist in Wasser bei Raumtemperatur 
                                                 
3 Chymosinspaltstelle Phe 105 – Met 106 (Drøhse et al., 1989) 
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nahezu unlöslich. Die Löslichkeit verbessert sich nach Ono et al. (1987) in 0,07 M 




κ-Casein ist O-glycosidisch über Ser oder Thr mit Kohlenhydraten verknüpft. Nach bis-
herigem Kenntnisstand kommen als Verknüpfungsstellen Thr 131, Thr 133, Thr 135, 
Thr 136 sowie Ser 141 in Frage, wobei Thr 133 bevorzugt ist. Meist sind die Mono-
saccharide N-Acetylneuraminsäure (NANA), Galaktose (Gal), N-Acetylgalaktosamin 
(GalNAc) in Form eines Tri- oder Tetrasaccharides (Abb. 2.2 - 3) an Thr gebunden 
(Schlimme et al., 1995; Otte et al., 1995; Belitz et al., 1993, Shammet et al., 1992a; Doi et 










Trisaccharid:     NANA Gal GalNAc Thr 
Tetrasaccharid:    NANA Gal GalNAc 
Thr 
NANA 
α 2 - 3 
α 2 - 3 
α 2 - 6 
β 1 - 3 
β 1 - 3 
β 1 
β 1 
Abb. 2.2 – 3:   Bindung von Glycosylresten an Thr-Reste des κ-Caseins (Cheftel et al., 
1992) 
 
Nach Robitaille et al. (1991) und Vreeman et al. (1986) liegen etwa 40 % des κ-Caseins 
kohlenhydratfrei vor, beim verbleibenden Rest ist der Glykosylierungsgrad unter-
schiedlich. Dem GMP werden verschiedene physiologische und biologische Funktionen 
zugeschrieben. Dabei handelt es sich unter anderem um die Hemmung der Magen-
saftsekretion, die Förderung des Wachstums von Lactobacillus bifidus sowie die 
Unterdrückung der Blutplättchenaggregation (Cherkaoui et al., 1997; Mollé et al., 1995; 
Kawasaki et al., 1993; Shammet et al., 1992b). Das GMP hat ein Molekulargewicht von 
ca. 7 kDa, rechnerisch ermittelt aus der Aminosäurezusammensetzung. Kawasaki et al. 
(1993) konnten bei isoliertem GMP durch Veränderungen des pH-Wertes scheinbare 
Molmassen bis zu 50 kDa detektieren.  
Das Fehlen der basischen Aminosäuren Arg und His sowie der aromatischen Aminosäuren 
Tyr und Phe ist ein weiteres charakteristisches Merkmal des GMP (Kirchmeier, 1965). 
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Shammet et al. (1992b) berichten, dass das GMP gegenüber dem Angriff von Chymosin, 
Fromase und Suparen bei dem pH-Wert der Milch (pH 6,6) resistent ist. Nach Reid et al. 
(1997) wird das GMP bei pH 6,6 schwach und erst bei pH-Werten unter 4,6 durch 




Caseine existieren in Form von Caseinmicellen, die zwischen 20 und 300000 Casein-
moleküle enthalten und sich in einem dynamischen Gleichgewichtszustand mit dem sie 
umgebenden Milchserum befinden (Schlimme et al., 1995; Schmidt, 1976). Die native 
Caseinmicelle kann als assoziiertes Kolloid betrachtet werden und ist mit durchschnittlich 
3,7 g Wasser pro g Casein hoch hydratisiert (de Kruif, 1999). Die Caseinmicellen 
enthalten 8 % Mineralien, meist Calcium und Phosphat. αs1-, αs2-, β- und κ−Casein sind 
durchschnittlich im Verhältnis 3:1:3:1 vertreten (Cheftel et al., 1992).  
Unter dem Elektronenmikroskop erscheinen die Micellen mit einem Durchmesser von 
50 - 250 nm als sphärische Partikel, die aus kleineren Domänen, ähnlich einer Himbeere, 
aufgebaut sind. Welcher Art diese Domänen sind, kann nur vermutet werden. Es gibt 
verschiedene Modelle, die aber nicht komplett sichere Aussagen zulassen. Das Sub-
micellen-Modell (siehe Abb. 2.2 – 4) hat sich neben dem Mantel-Kern-Modell und dem 
internal-structure-Modell in jüngerer Zeit etabliert (Schwedt, 1999; Walstra, 1990; 
Schmidt, 1982; Schmidt, 1976). Nach Walstra (1990) sind nicht alle Submicellen gleich. 
Vorstellbar sind zwei verschiedene Typen von Submicellen, einmal mit und einmal ohne 


















Abb. 2.2 – 4:   Submicellen-Modell nach Walstra (1990) 
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Die κ-Casein enthaltenen Submicellen befinden sich an der Micellenoberfläche, die 
anderen im Kern der Micelle. Ist die gesamte Oberfläche einer Micelle mit diesen 
Submicellen besetzt, so ist auch deren Wachstum beendet. Im Inneren einer Casein-Sub-
micelle befindet sich der hydrophobe Kern, der vor allem aus αs- und β-Casein und deren 
Phosphatgruppen besteht. Der hydrophile Teil des κ−Caseins ragt mit seinen Saccharid-
resten wie ein flexibles Haar in die Umgebung hinein. Die Submicellen werden über 
Calciumphosphat-Brücken zu der eigentlichen Micelle verknüpft. Calcium tritt dabei zum 
Teil mit den Phosphoserinresten in Wechselwirkung (Schwedt, 1999; Mehrens et al., 
1991). 
Ali et al. (1980) zeigten, dass Micellen während der Lagerung bei Temperaturen von 4 °C 
bis 7 °C teilweise zu Submicellen dissoziieren und innerhalb von 24 Stunden bis zu 50 % 
β-Casein freisetzen, welches bei erneuter Temperaturerhöhung wieder mit den Micellen 
assoziiert. Die Hitzestabilität der Micelle nimmt mit steigendem κ-Casein-Gehalt und 
sinkendem Gehalt an kolloidalem Calciumphosphat zu. Während des Erhitzens kommt es 
zur Komplexbildung zwischen β-Lactoglobulin und αs2- und κ-Casein. Diese Komplexe 
erhöhen die Stabilität der Micellen gegen koagulierend wirkende Proteasen (Cheftel et al., 
1992). 
 
2.2.4 κ-Casein: Wirkung als Schutzkolloid 
 
κ-Casein wird als essentielle Komponente für die Stabilität der Caseinmicelle angesehen, 
da es die Calcium-sensitiven Caseine vor Ausfällung im Ionenmilieu der Milch schützt 
(Schlimme et al., 1995). Spektroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass Calcium 
primär an Phosphoserinreste bindet (Swaisgood, 1992). Da κ-Casein meist nur einen 
einzigen phosphorylierten Rest enthält, bindet es also kaum Calcium, und seine 
Löslichkeit wird durch Calcium nicht beeinflusst. Die Schutzwirkung des κ-Caseins geht 
hauptsächlich vom C-terminalen Teil aus. Das GMP bzw. die (glyco-)Macropeptide ragen 
in die wässrige Phase der Milch und bilden durch ihr hydrophiles Verhalten eine 
Hydrathülle bzw. sichern in der micellaren Struktur starke Wechselwirkungen mit Wasser. 
Damit wird eine Destabilisierung der Caseinmicelle verhindert (de Kruif, 1999; Dalgleish, 




Es sind zwei Phasen bekannt, die zur Gerinnung der Milch führen. Dabei handelt es sich 
um die Primärphase, auch als Einleitungs- oder enzymatische Phase bezeichnet sowie um 
die Sekundärphase, also die eigentliche Koagulations- und Gerinnungsphase. Dazu kommt 
anschließend die Phase der Kontraktion des Caseingerüstes in Verbindung mit der spon-
tanen Abgabe der Molke (Synärese) (Kammerlehner, 1986). Die Primärphase tritt nach 
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Kontakt des κ-Caseins mit einem Milchgerinnungsenzym ein. Nachdem 70 % des 
verfügbaren GMP durch die spezifische Hydrolyse der Peptidbindung zwischen den 
Aminosäureresten Phe 105 und Met 106 (Drøhse et al., 1989) abgespalten sind, beginnt 
die Aggregation des Caseins. Die Spaltung setzt sich während der Aggregation und 
Gelbildung fort (de Roos et al., 2000). Durch die Abspaltung des C-terminalen Segments 
des κ-Caseins wird die Oberflächenspannung um etwa ein Drittel verringert. Dadurch 
nehmen die elektrostatischen Abstoßungskräfte zwischen den Micellen ab. Die 
Micellenoberfläche wird hydrophober, da para-κ-Casein an der Oberfläche dominant ist. 
Es kommt zur Assoziation und zu ionischen Wechselwirkungen zwischen dem positiv 
geladenen para-κ-Casein und den negativen Ladungen der αs- und β-Caseine (Cheftel et 
al., 1992). 
 
2.3.1 Koagulierend wirkende Proteasen 
 
Je nach Herkunft werden die Gerinnungsenzyme in tierische, pflanzliche und mikrobielle 
Proteasen eingeteilt. Die proteolytische Aktivität der pflanzlichen Proteasen Papain und 
Bromelain sowie der tierischen Proteasen Trypsin und Chymotrypsin ist bei den beim 
Käsen vorliegenden Bedingungen zu intensiv. Es kommt häufig zur Bitterpeptidbildung 
und in extremen Fällen sogar wieder zur Auflösung der Milchgallerte. Deshalb werden 
neben dem klassischen Milchgerinnungsenzym Chymosin, Hauptbestandteil des Labs, 
mikrobielle Proteasen aus Schimmelpilzen eingesetzt (Weber, 1996; Kammerlehner, 
1986). Nach Awad et al. (1999) minimiert ihre Verfügbarkeit die Labversorgungs-
schwankungen und ihr Einsatz befriedigt auch religiöse Anforderungen. Meist kommen 
Präparate aus dem Pilz Mucor miehei mit den Handelsbezeichnungen Fromase, Rennilase 
oder Marzyme zum Einsatz, da sie auf Milieufaktoren wie Temperatur und pH-Wert 
ähnlich reagieren wie Chymosin. Der Proteinabbau ist geringfügig stärker und somit die 
Käsereifung ganz leicht beschleunigt. Charakteristisch für Präparate aus dem 
Schimmelpilz Cryphonectria parasitica (ehemals Endothia parasitica) mit den 
Handelsbezeichnungen Suparen oder Sure Curd ist eine verhältnismäßig schnelle 
Verfestigung der Milchgallerte und des Käsebruchs (Kammerlehner, 1986). Ein Enzym ist 
für die Milchgerinnung gut geeignet, wenn es eine hohe spezifische Spaltungskapazität 
gegenüber κ-Casein beim pH-Wert der Milch sowie eine niedrige proteolytische Aktivität 
unter den Bedingungen der Käsereifung aufweist (Visser, 1981). 
 
2.3.1.1 Reaktionsmechanismus von Aspartatproteasen 
 
Aspartatproteasen sind Endoenzyme, die sich durch Verdopplung des genetischen 
Materials zu „zweilappigen“ Enzymen entwickelt haben. Jeder Teil weist seinerseits eine 
Doppelstruktur auf, so dass das Enzymmolekül aus vier Kopien einer ursprünglichen 
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Einheit besteht. Die sich gegenüberliegenden Aminosäurereste sind über Wasserstoff-
brücken miteinander verbunden (Ruttloff, 1994). Nach Chitpinityol et al. (1998) werden 
Aspartatproteasen in zwei Hauptgruppen eingeteilt, in pepsinähnliche und retrovirale 
Proteasen. Chymosin sowie die mikrobiellen Proteasen Fromase und Suparen sind zur erst 
genannten Gruppe zu zählen. Nach Tang et al. (1973) enthalten diese Aspartatproteasen 
im aktiven Zentrum die Asparaginsäurereste Asp 32 und Asp 2154, die meist in Form der 
Sequenz -Asp-X-Gly- vorzufinden sind. X stellt Ser oder Thr dar (Rao et al., 1998). Die 
zwei Asparaginsäurereste sind essentiell für die Katalyse (Wlodawer et al., 1989; 
Clement, 1973).  
Zwei Reaktionsmechanismen werden postuliert. Zum einen ist ein nucleophiler 
Mechanismus denkbar. Dabei greift ein Peptid (im speziellen das Enzym) den Kohlenstoff 
der Amidbindung nucleophil an. Die Bildung von Intermediaten, die eine kovalente 
Bindung enthalten, entstanden durch den Transfer einer Acylgruppe vom Peptidsubstrat 
zum Asparaginsäurerest des Enzyms, ist das Hauptmerkmal des nucleophilen Mechanis-
mus. Bisher konnte aber ein solches Zwischenprodukt experimentell noch nicht bestätigt 
werden. Eine zweite Möglichkeit stellt die Säure-Base-Katalyse dar, d. h. es handelt sich 
um einen Basen unterstützten Angriff eines Wassermoleküls auf die Carbonylfunktion, 
gefolgt von einer Umprotonierung und einer direkten Elimination unter Bildung von Säure 
und Amin. Veerapandian et al. (1992) postulierten auf der Grundlage von Röntgen-
strukturen eines an Endothiapepsin (Suparen) gebundenen Difluoroketon-Inhibitors 
folgenden Mechanismus: ein an die Asparaginsäurereste des nativen Enzyms fest 
gebundenes Wassermolekül wird für den nucleophilen Angriff auf die Carbonylgruppe der 
Peptidbindung verantwortlich gemacht (siehe auch Pearl et al., 1984). Es entsteht ein 
tetraedrisches Zwischenprodukt (geminales Diol: >C(OH)2), welches durch Wasserstoff-
brücken zum negativ geladenen Asp 32 stabilisiert wird. Die Spaltung der Peptidbindung 
wird von einem Transfer eines Protons entweder vom Asp 215 zur abgehenden 
Aminogruppe, verbunden mit einer Stickstoffinversion, oder vom Lösungsmittel begleitet. 
Die Bildung eines nichtkovalent enzymgebundenen Amidhydrat-Zwischenproduktes für 
einige Peptidsubstrate weist auf einen generellen Säure-Base-Mechanismus hin (Park et 
al., 2000).  
 
2.3.1.2 Spezifität und Aktivität von Milchgerinnungsenzymen 
 
Generell sind saure Proteasen hochspezifisch für die Bindung Phe 105 - Met 106 im 
κ-Casein-Molekül (Jolles et al., 1968), Suparen für die Bindung Ser 104 - Phe 105 
(Drøhse et al., 1989). Die Spezifität scheint von Faktoren wie der Sequenz der 
Aminosäuren, der Konformation des κ-Caseins und dem Status der Aggregation abhängig 
zu sein. Untersuchungen an Modellpeptiden zeigen, dass die Länge der Peptide sowie 
                                                 
4 Pepsinnummerierung 
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bestimmte Aminosäurereste rund um die Bindung Phe 105 - Met 106 für die Spezifität 
bedeutend sind. Das Dipeptid Phe 105 - Met 106 wird nicht von Chymosin gespalten. Erst 
die Einbettung in ein Pentapeptid (H⋅Ser-Leu-Phe-Met-Ala-OMe) führt zur Hydrolyse 
(Hill, 1968; Hill, 1969). Werden die Positionen von Ser und Leu vertauscht, ist die 
Anfälligkeit der Bindung für die Spaltung noch höher. Die Verlängerung des Pentapeptids 
um zwei oder drei Aminosäuren vom C- und N-terminalen Ende her analog der Sequenz 
des κ-Caseins führt zur Erhöhung der Effizienz, mit der die Phe-Met-Bindung gespalten 
wird (Schattenkerk et al., 1973; Visser et al., 1976; Visser et al., 1977). Bedeutend für die 
Substratbindung scheinen die hydrophoben Reste Leu 103 und Ile 108  sowie Phe 105 und 
Met 106 zu sein, da sie auf die hydrophoben Taschen des Enzyms gerichtet sind. Ser 104 
ist stark in Bindung und Katalyse involviert. Es formt mit seiner Hydroxylgruppe eine 
Wasserstoffbrücke mit dem Enzym. Bei Substitution von Ser durch Ala in dem oben 
beschriebenen Pentapeptid, erwies sich die Phe-Met-Bindung sehr resistent gegenüber 
dem Chymosinangriff (Raymond et al., 1972). Nach Farrell et al. (1993) und Kumosinski 
et al. (1991) sind die Formationen Pro-Pro und Pro-X-Pro (X ist eine beliebige 
Aminosäure) dafür verantwortlich, dass sich die zu spaltende Bindung an der Oberfläche 
befindet und somit dem Enzym leicht zugänglich ist. Die Sequenz His 98 - His 102 enthält 
alle im κ-Casein enthaltenen Histidine. Man nimmt an, dass sie in die elektrostatische 
Bindung zwischen Enzym und Substrat involviert sind und / oder eine Rolle bei der 
Aggregation des para-κ-Caseins spielen (Visser et al., 1987). 
 
Nach Fox et al. (1996) ist Chymosin spezifisch für hydrophobe und aromatische Amino-
säuren, mikrobielle Aspartatproteasen nach Rao et al. (1998) für aromatische oder große 
Aminosäuren. Nach Awad et al. (1999) sind Fromase und Suparen, bezogen auf 
Untersuchungen an Kuhmilch, unspezifischer als Chymosin. Neben der bereits 
diskutierten Spaltung der Bindung Phe 105 - Met 106 im κ-Casein greift Chymosin 
hauptsächlich αs1-Casein und Suparen hauptsächlich β-Casein an. Fromase attackiert 
beide Caseinfraktionen in gleichem Ausmaß. 
 
Die Literaturangaben zum Aktivitätsvergleich der Enzyme Chymosin, Fromase und 
Suparen variieren beträchtlich und sind zum Teil widersprüchlich. Sie beruhen auf der 
Standardisierung der Enzyme auf die gleiche Gerinnungsaktivität. So berichten Itoh et al. 
(1971), Vanderpoorten et al. (1972) und Haufe (1999), dass mikrobielle Milchgerinnungs-
enzyme proteolytisch aktiver sind als tierische. Suparen ist nach Tam et al. (1972) 
proteolytisch wirksamer als Fromase. Im Gegensatz dazu zeigen Untersuchungen von 
Shammet et al. (1992c), dass Suparen zwar spezifischer, aber weniger proteolytisch als 
Fromase wirkt. Allerdings ist die Initialgeschwindigkeit der κ-Casein-Hydrolyse beim 
Einsatz von Suparen höher als bei Chymosin oder Fromase. Nach Awad et al. (1999) ist 
die proteolytische Aktivität der Enzyme Chymosin, Fromase und Suparen bezüglich 
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bovinen κ-Caseins für Fromase am höchsten, gefolgt von Chymosin und letztendlich 
Suparen mit der niedrigsten proteolytischen Aktivität.  
 
2.3.2 Assoziation von para-κ-Casein mit dem Milchgerinnungsenzym 
 
Die Retention des Milchgerinnungsenzyms im Käsebruch nach der Milchgerinnung ist 
bedeutend für die proteolytischen Prozesse während der Käsereifung.  
Der Transfer des Milchgerinnungsenzyms von der Milch in den Bruch erfolgt infolge der 
Assoziation mit para-κ-Casein. Micellen-Modell-Untersuchungen zeigen, dass Chymosin 
nicht mit αs- und β-Casein assoziiert, welches an Öl in Wasser-Emulsions-Tropfen 
gebunden ist (Simulierung einer hydrophilen Adsorption) und die Assoziation nur ganz 
gering ist, wenn diese Caseine an eine hydrophile Kunststoffoberfläche (Simulierung einer 
hydrophoben Adsorption) gebunden sind. Jedoch assoziiert Chymosin mit adsorbiertem 
para-κ-Casein. Studien mit gelöstem Casein ergaben ebenfalls, dass Chymosin allein an 
para-κ-Casein in Form von Präzipitaten adsorbiert. Je reiner (para-)κ-Casein vorliegt, um 
so stärker ist die Chymosinassoziation. Kleine Mengen an αs- oder β-Casein führen zur 
drastischen Verringerung der Assoziation. Denkbar ist, dass die beiden Caseine mit 
Chymosin um eine oder mehrere am para-κ-Casein lokalisierte Bindungsstellen kon-
kurrieren oder eine potenzielle Chymosin-Bindungsstelle des para-κ-Caseins abschirmen. 
Liegt κ-Casein als Aggregat vor, wird die Assoziation mit Chymosin behindert. Die 
Assoziation von Chymosin mit Casein in Milch ist stärker als im Käse, d. h. die 
Chymosin-Casein-Assoziation hängt vom Verhältnis Wasser zu Protein ab. Die 
Assoziation des Chymosins mit κ-Casein verhindert den proteolytischen Angriff auf die 
Bindung Phe 105 - Met 106 dieses Proteins nicht (de Roos et al., 2000 ; de Roos et al., 
1998; Larsson et al., 1997; de Roos et al., 1995). Nach Larsson et al. (1997) assoziieren 
die mikrobiellen Enzyme wie z. B. Fromase mit κ-Casein weniger. κ-Casein zeigt 
gegenüber Chymosin eine hohe Adsorption in einem weiten pH-Bereich (5,2 - 7,2). Bei 
pH-Werten von 5,2 bis 7,2 ist Chymosin negativ geladen. Aufgrund der Abspaltung des 
negativen geladenen GMPs verbleibt im neu gebildeten para-κ-Casein bei pH-Werten < 7 
eine positive Nettoladung. Die starke Assoziation von Chymosin und para-κ-Casein ist 
neben Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, Wasserstoffbrücken usw. auf die starken 
ionischen Wechselwirkungen zurückzuführen. 
 
Nach Fox et al. (1996) verbleiben ca. 6 % des zugesetzten Chymosins im Käsebruch, es 
werden aber nur 2 - 3 % der Enzyme aus Mucor miehei oder Mucor pusillus zurück-
gehalten. Eine Übersicht über die Höhe der Enzymretention in Anhängigkeit vom 
eingesetzten Enzym und der Käsesorte vermittelt die Tab. 2.3 – 1. 
Prozessbedingungen wie Brenntemperatur, pH-Wert oder Art des Milchgerinnungsenzyms 
haben Einfluss auf das Ausmaß der Retention des aktiven Enzyms im Käsebruch. Eine 
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pH-Wert-Absenkung von 6,6 auf 6,4 beim Einlaben bedeutet eine etwa 30 % höhere Lab-
retention im Käse (Sienkiewicz et al., 1997).  
 
Tab. 2.3 – 1:   Rückhaltung verschiedener Milchgerinnungsenzyme im Käsebruch 
Gerinnungsenzym Käse pH-Wert Retention 
[%] 
Literatur 
Rinder-Chymosin Cheddar 6,4 25 Holmes et al. (1977) 
Schweine-Pepsin Cheddar 6,4 2 Holmes et al. (1977) 
Rhizomucor miehei Cheddar 6,4 18 Holmes et al. (1977) 
Rhizomucor pusillus Cheddar 6,4 12 Holmes et al. (1977) 
Rinder-Chymosin Gouda 6,5 15 Stadhouders et al. (1975) 
Rinder-Chymosin Camembert 6,3 55 Garnot et al. (1987) 
Rhizomucor miehei Camembert 6,3 17 Garnot et al. (1987) 
 
Weitere Aspekte zur Rückhaltung verschiedener Milchgerinnungsenzyme im Käsebruch 
können den Artikeln von Garoutte et al. (1985), Majeed et al. (1985) oder Klostermeyer 
et al. (1972) entnommen werden. 
 
2.3.3 Einflussfaktoren auf den Milchgerinnungsprozess  
 
Zu den Faktoren, die den Milchgerinnungsprozess beeinflussen, sind pH-Wert, 
Temperatur, Ionenstärke, Enzymkonzentration und Salze zu zählen. Wichtig ist die 
Bildung der Säure durch die zugegebenen Milchsäurebakterien (Stadhouders et al, 1975). 
Normalerweise wird die Milchgerinnung bei pH 5,5 - 6,3 durchgeführt. Bei erhöhtem pH-
Wert von 6,6 - 6,7 sind Milchgerinnungszeit und Bruchhärte reduziert, während bei 
niedrigem pH-Wert von 3,0 – 4,0 die hydrolytische Aktivität hoch ist und zu einer 
Senkung der Bruchmenge führt. Die Geschwindigkeit der Milchgerinnung steigt mit der 
Temperatur, solange die Enzyme und Milchkomponenten stabil sind. Eine 
Temperaturerhöhung über 30 - 32 °C oder eine pH-Wert-Senkung unter 6,6 erlaubt eine 
Ausflockung bei einer prozentual niedrigeren κ-Casein-Hydrolyse. Die Milchgerinnungs-
zeit sinkt mit Erhöhung der Enzymkonzentration, die Formation und Härte verändern sich 
jedoch nicht (Chitpinityol et al., 1998). Die im Caseinkomplex vorherrschende genetische 
Variante des κ-Caseins hat ebenfalls Einfluss auf den Milchgerinnungsprozess. Während 
Milch, die hauptsächlich κ-Casein vom Typ AA enthält, als labträge oder gar als 
labunfähig eingestuft wird, zeigt die mit κ-Casein vom Typ A und B zufriedenstellende 
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2.4 Käsereifung 
 
2.4.1 Bedeutung der Proteolyse 
 
Die Umwandlung vom frischen Käsebruch zu reifendem Käse vollzieht sich weitgehend 
durch die Proteolyse, obwohl andere Faktoren wie Lipolyse, Milchsäure- und Propion-
säurefermentation bei einigen Käsesorten auch sehr bedeutend sind (Trujillo et al., 1997). 
Die Proteolyse führt zu Texturveränderungen durch Bruch des Proteinnetzwerkes, zur 
Senkung des aw-Wertes5 durch Wasserverbrauch bei der Spaltung von Amidbindungen 
sowie zur Erhöhung des pH-Wertes infolge Produktion von Ammoniak durch Deami-
nierung von freien Aminosäuren, besonders in Oberflächen-Schimmel-Sorten. Weiterhin 
liefert die Proteolyse einen direkten Beitrag zum Flavour (Peptide, Aminosäuren) und 
vielleicht off-Flavour (Bitterkeit infolge von hydrophoben Peptiden). Drittens werden 
infolge proteolytischer Prozesse Substrate für andere flavourerzeugenden Reaktionen wie 
Deaminierung oder Decarboxylierung freigesetzt. Bei diesen Reaktionen ist hauptsächlich 
die Käsereifungsflora involviert (Fox et al., 1996). Das Ausmaß der Proteolyse wird durch 
die Parameter Kochsalz, pH-Wert und Feuchtigkeit sowie durch die präsenten proteo-
lytischen Enzyme, also das restliche Milchgerinnungsenzym, Milchproteinasen (besonders 
Plasmin) und die Proteasen und Peptidasen der Starter und Nichtstarterbakterien, bestimmt 
(Trujillo et al., 1998). 
Fox (1989) teilt die Proteolyse im Käse in drei Phasen ein. Er unterscheidet zwischen der 
Proteolyse in der Milch vor der Käseproduktion, der enzymatisch induzierten Koagulation 
der Milch sowie der Proteolyse während der Käsereifung. 
 
2.4.2 Proteolytisch wirksame Komponenten 
 
Sienkiewicz et al. (1997) sowie Fox et al. (1996) zählen folgende proteolytisch wirkenden 
Komponenten im Käse auf: 
•  Milchgerinnungsenzyme tierischen oder mikrobiellen Ursprungs, 
•  originäre Milchproteinasen (Plasmin), 
•  extrazelluäre und nach der Zellauflösung zusätzlich auch intrazelluläre proteolytische 
Enzyme der Laktokokken (Starterkulturen), 
•  Enzyme der sekundären Flora (z. B. Propionsäurebakterien, Brevibakterien, Hefen und 
Schimmelpilze), 
• Nichtstarterbakterien (z. B. Lactobazillen oder Pediokokken bzw. Mikrokokken). 
 
                                                 
5 Der aw-Wert entspricht der Wasseraktivität. Die Wasseraktivität ist in grober Näherung dem Partialdampf-
druck über dem Lebensmittel gleichzusetzten (Spreer, 1995). 
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2.4.2.1 Wirkung von Chymosin auf (para-)κ-Casein 
 
Chymosin wird im Magen von noch säugenden Kälbern aus der inaktiven Vorstufe, dem 
Prochymosin, gebildet. Die Aktivierung besteht in der Abspaltung von Peptiden am 
N-terminalen Ende des Prochymosins. Dabei vermindert sich die relative Molekülmasse 
von 36,2 kDa um etwa 5,5 kDa (Ruttloff, 1994). Am stabilsten ist Chymosin bei pH-
Werten zwischen 5,3 und 6,3. Bei pH 3,0 – 4,0 verliert es seine Aktivität wahrscheinlich 
durch Autolyse rapide, während bei pH > 9,8 der Aktivitätsverlust durch irreversible 
Konformationsänderung auftritt. Mit steigender Temperatur wird Chymosin instabiler, bei 
Temperaturerhöhung auf 45 - 55 °C tritt ein starker Aktivitätsverlust auf, was zur In-
aktivierung des Chymosins beim „Brennen“ des Käsebruchs ausgenutzt wird (Chitpinityol 
et al., 1998).  
Nach Green et al. (1974) wird para-κ-Casein weder in Lösung noch im Käse von 
Chymosin hydrolysiert. El-Negoumy (1968) sowie Coolbear et al. (1996) hingegen 
beobachteten den Abbau des para-κ-Caseins in mehrere Fragmente. Untersuchungen an 
isoliertem κ-Casein von Reid et al. (1997) zeigen, dass para-κ-Casein bei pH 6,6 relativ 
resistent gegenüber Chymosin ist (siehe auch Shammet et al., 1992c). Bei diesem pH-Wert 
erscheinen nur einige sekundäre Hydrolyseprodukte in geringen Konzentrationen wie 
Phe 18 - Leu 32, Ser 33 - Tyr 42 und Trp 76 - Phe 105. Peptide mit Phe 18 und Ser 33 als 
N-termini fanden auch Coolbear et al. (1996). Das zeigt, dass die Bindungen Phe 17 -
Phe 18 und Ser 32 - Ser 33 gegenüber einem Chymosinangriff sehr anfällig sind. Primäre 
und sekundäre Proteolyse laufen am stärksten bei pH-Werten von 4,6 und 3,6 ab. 
Insgesamt wurden 14 Spaltstellen im para-κ-Casein identifiziert. Von Chymosin werden 
bevorzugt hydrophobe und aromatische Reste hydrolysiert. Spaltstellen in nicht hydro-
phoben Regionen erscheinen erst bei niedrigeren pH-Werten, dann ist das Enzym 
proteolytisch aktiver. Auch Haufe (1999) gelang es unter Einsatz von Chymosin, aber 
auch von Fromase und Suparen, nach einer Hydrolysezeit von 24 Stunden bei pH-Werten 
von 5,5 und 6,5 aromatische Aminosäuren als C- und N-termini in κ-Casein-Hydrolysaten 
(NCN-Fraktion) nachzuweisen, was die Nichtangreifbarkeit des para-κ-Caseins ebenfalls 
widerlegt.  
 
2.4.2.2 Proteolytische Wirkung von Fromase 
 
Native Fromase ist hitzestabiler als Chymosin. Durch chemische Modifizierung 
(Oxidation von Methionin) gelingt es, ein hitzelabileres Enzym zu erhalten. Der 
entscheidende Vorteil ist, dass das Enzym bereits bei üblicher Molkenerhitzung inaktiviert 
wird. Fromase TL6, ein Handelspräparat der Firma Gist-brocades, weist nach 
Herstellerangaben ein Molekulargewicht von ca. 40 kDa auf und ist im pH-Bereich von 
                                                 
6 TL bedeutet thermolabil 
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3,0 - 6,5 beständig. Die Aminosäurenkomposition ähnelt der von Chymosin7. Fromase 
wird bevorzugt für die Produktion von Cheddar-Käse verwendet (Chen et al., 1996). 
Leibig (1996) trennte über Kapillarelektrophorese 19 niedermolekulare Spaltprodukte, die 
durch Einwirkung von Fromase TL auf isoliertes κ-Casein gebildet wurden. Haufe (1999) 
identifizierte das infolge proteolytischer Wirkung von Fromase TL auf isoliertes κ-Casein 
entstandene Peptid Cys 11 - Ile 28. 
 
2.4.2.3 Wirkung von Suparen auf (para-)κ-Casein 
 
Suparen wird trotz geringer proteolytischer Spezifität wegen seiner Hitzelabilität vor 
allem für solche Käsesorten (z. B. Emmentaler) eingesetzt, bei deren Bruchbearbeitung 
Temperaturen > 50 °C angewandt werden. Durch die hohen Temperaturen kommt es zur 
Inaktivierung des Enzyms (Ruttloff, 1994). Gagnaire et al. (2001) konnten im 
Emmentaler-Käse, der mit Suparen als Gerinnungsenzym hergestellt wurde, nach 50 
Reifungstagen im abgepressten Käse-Saft die Molmassen von mehr als 100 Bruchstücken 
über LC-MS detektieren. Dabei wurde nur ein vom para-κ-Casein stammendes Peptid 




Plasmin, eine thermostabile Serin-Protease mit Trypsin-ähnlichen Eigenschaften, zeigt 
eine hohe Spezifität gegenüber Peptidbindungen, die Lysinreste beinhalten. Rinder-
αs1-I-Casein und para-κ-Casein, die ersten Proteolyseprodukte von αs1-Casein und 
κ-Casein infolge Labeinwirkung, werden durch Plasmin weiter abgebaut. Besonders aktiv 
ist Plasmin gegenüber αs2- und β-Casein. Da Plasmin bei hohen Temperaturen aus 
Plasminogen freigesetzt wird, leistet es einen großen Beitrag in den Käsesorten, bei denen 
das Milchgerinnungsenzym durch hohe Temperaturen inaktiviert wird (Trujillo et al., 
1998). 
 
2.4.3 Bioaktive Peptide 
 
Vielfältige Untersuchungen zeigen, dass einige durch proteolytische Spaltung in vitro als 
auch in vivo freigesetzte Casein-Fragmente eigene biologische Wirkungen besitzen. 
Infolge der Unterschiede in der Primärstruktur der einzelnen Caseine entstehen eine 
Vielzahl verschiedenartiger bioaktiver Peptide. Je nach biologischer Aktivität wirken sie 
auf die Magen-Darm-Motorik, die Nährstoffaufnahme sowie auf Sekretionsvorgänge von 
Enterohormonen und somit direkt auf den Stoffwechsel (Meisel et al., 1996; Schlimme et 
al., 1995; Schlimme et al., 1991; Chiba et al., 1986). Bekannte bioaktive (para-)κ-Casein-
                                                 
7 Gist-brocades, Fromase TL, Food Ingredients UNNA GmbH, Firmenschrift 
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fragmente mit Wirkung als opioide Antagonisten, antithrombotischer Wirkung sowie 
immunstimulierenden Eigenschaften sind in der Tab. 2.4 – 1 zusammengefasst (Meisel et 
al., 1996; Schlimme et al., 1995; Chabance et al., 1995; Schlimme et al., 1991; Chiba et 
al., 1986). 
 
Tab. 2.4 – 1:   bioaktive κ-Casein-Fragmente  
Sequenzabschnitt Bioaktivität Sequenzabschnitt Bioaktivität 
Tyr 25 – Arg 34 opioider Antagonist Tyr 58 – Tyr 61 opioider Antagonist 
Ser 33 – Tyr 38 opioider Antagonist Leu 103 – Lys 111 antithrombotische Wirkung 
Arg 34 – Tyr 38 opioider Antagonist Met 106 – Lys 112 antithrombotische Wirkung 
Tyr 35 – Tyr 38 opioider Antagonist Met 106 – Lys 116 antithrombotische Wirkung 
Tyr 35 – Tyr 42 opioider Antagonist Asn 113 – Lys 116 antithrombotische Wirkung 




2.5 Simulierung der Käsereifung im Modellansatz 
 
2.5.1 Gewinnung von (para-)κ-Casein 
 
Die klassischen Methoden zur Caseinisolierung basieren auf der unterschiedlichen 
Löslichkeit in Lösungsmittelsystemen mit verschiedenen Konzentrationen an Harnstoff 
(Hipp et al., 1952), Calcium (Waugh et al., 1956), Ethanol und Ammoniumacetat 
(Brignon et al., 1976) und bei verschiedenen pH-Werten (Zittle et al., 1963). Statt dieser 
zeitintensiven Methoden werden oft säulenchromatographische Methoden unter Einsatz 
von Diethylaminoethyl-(DEAE-)Cellulose (Thompson, 1966; Mercier et al., 1968), 
Sephadex G-150 (Yaguchi et al., 1968) u. a. eingesetzt. 
 
2.5.2 Derivatisierung des (para-)κ-Caseins 
 
Verschiedene chemische Methoden erlauben die zielgerichtete Modifizierung der 
funktionellen Eigenschaften von Proteinen durch Veränderung der Oberflächenladung und 
der nativen Konformation ohne Spaltung der Primärstruktur. Sie beruhen auf der 
Modifizierung der Aminogruppen (Acylierung, Alkylierung), der Carboxylgruppen 
(Veresterung, Amidierung) der kovalenten Bindung von Aminosäuren, Phosphaten und 
Kohlenhydraten sowie der Oxidation / Reduktion von Thiol-Disulfid-Gruppen. Die 
Acylierung wird sehr häufig zur chemischen Modifizierung von Proteinen eingesetzt. Als 
acylierende Reagenzien kommen Säureanhydride der Essigsäure, Bernsteinsäure oder 
Maleinsäure in Frage. Sie können prinzipiell mit allen nucleophilen Gruppen reagieren, 
d. h. mit α- und ε-Aminogruppen, der phenolischen Hydroxylgruppe des Tyrosins, der 
Sulfhydrylgruppe des Cysteins sowie den Imidazol-Gruppen des Histidins. Während es 
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durch den Einsatz von Essigsäureanhydrid zur Einführung neutraler Acetylgruppen 
kommt, führt die Reaktion mit Bernsteinsäureanhydrid anionische Carboxylgruppen an 
den α- und ε-Aminogruppen sowie den Hydroxylgruppen ein. Die Hydroxylgruppen des 
Serins und Threonins werden wegen ihrer geringen Nucleophilie im wässrigen Medium 
nur schwer acyliert. Die Acylierungsprodukte der His- und Cysteinreste sind nur wenig 
beständig, da sie in wässriger Lösung leicht hydrolytisch gespalten werden. Meistens ist es 
also die Acylierung der Aminogruppen, die zu stabilen Derivaten mit veränderten 
funktionellen Eigenschaften führt. Die nucleophile ε-Aminogruppe des Lysins lässt sich 
aufgrund ihres pK-Wertes und der zumindest überwiegend exponierten Lage an der 
Moleküloberfläche besonders leicht acylieren (Knopfe, 2000; Kabirullah et al., 1982; 
Schwenke, 1978; Franzen et al., 1976). 
Bernsteinsäureanhydrid (BA) unterliegt in wässriger Lösung einer raschen Hydrolyse und 
muss deshalb bei der Umsetzung mit dem Protein im Überschuss zugegeben werden. 
Schwenke et al. (1981) fanden heraus, dass bei einer 8 - 10fachen Reagenzmenge 
(Mol BA / Mol NH2) eine Blockierung von 95 - 98 % (1 - 5 %ige Proteinlösungen) zu 
erwarten ist. Die Succinylierung wird bei einem pH > 7 durchgeführt, da bei pH ≤ 7 die 











Abb. 2.5 – 1:   Reaktionsgleichung zur Succinylierung von Proteinen 
 
Durch Succinylierung wird die Nettoladung des Proteins negativer. Das führt zu einer 
Verschiebung des isoelektrischen Punktes nach niedrigen pH-Werten und verursacht die 
verstärkte Neigung zum Zerfall des Proteins in seine Untereinheiten und Entfaltung der 
Polypeptidketten. Es kommt zu Konformationsänderungen, die z. B. die Erhöhung der 
Löslichkeit bedingen. Aus Untersuchungen von Schwenke et al. (1981), Schwenke (1978) 
sowie Freimuth et al. (1979) ist bekannt, dass durch Succinylierung das Löslichkeits-
minimum des Caseins nach niedrigeren pH-Werten verschoben wird. Casein mit über 
90 % succ. Aminogruppen ist bei pH < 3,5 unlöslich.  
 
Über den Einsatz der Succinylierung von Proteinen für die Käseherstellung ist nichts 
bekannt. Succ. Eigelb-Proteine und succ. Eialbumin sind nach Evans et al. (1971) für die 
Bereitung von Majonäse und Salaten geeignet. Succ. Sojaproteine besitzen einen aus-
geglichenen Geruch und Geschmack und sind deutlich hitzestabiler als unmodifizierte 
Pflanzenproteine. Letzteres verhindert z. B. die Koagulation bei Zugabe zu heißem Kaffee 
oder Tee (Melnychyn et al., 1973). Derivatisierte Fischproteine mit mindestens 30 % succ. 
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Lysinresten bieten sich für den Einsatz als Bindemittel zur Herstellung extrudierter 
Strukturate für die Fischaufzucht an (Groninger et al., 1974). Der Succinylierung von 
Nahrungsproteinen sind Grenzen gesetzt, insbesondere beim Einsatz als Hauptprotein-
rohstoff. Mit Erhöhung des Blockierungsgrades der ε-Aminogruppen des Lysins wird 
diese Aminosäure limitierend, und es sinkt der biologische Wert des Proteins. 
 
2.5.3 Eingesetzte Milchgerinnungsenzyme 
 
Um die proteolytische Wirkung der Milchgerinnungsenzyme auf (para-)κ-Casein 
vergleichen zu können, ist die Standardisierung der Aktivität dieser Enzyme auf die 
gleiche Gerinnungszeit (Gerinnungszeitabgleich) unerlässlich. Angaben zum Gerinnungs-
zeitabgleich sind den Ausführungen von Haufe (1999), Krause (1997) und Schütze (1990) 




Die Wahl der Hydrolysebedingungen basiert hauptsächlich auf käseüblichen Parametern 
(siehe Kap. 2.1). Da die Käsereifungszeiten und -bedingungen je nach Käsesorte variieren, 
wurden im Rahmen dieser Arbeit Mittelwerte verwendet. Genauere Angaben finden sich 
im experimentellen Teil, Kap. 4.5. 
 
2.6 Verfolgung des Hydrolyseverlaufs 
 
2.6.1 Elektrophoretische Methoden 
 
Elektrophoretische Techniken beruhen auf der Trennung von gelösten und geladenen 
Teilchen in einem elektrischen Feld. Infolge ihres relativ geringen apparativen Aufwandes 
und den sehr hohen Trennleistungen im optimierten System werden elektrophoretische 
Methoden für die qualitative Charakterisierung einer Substanz oder eines Substanz-
gemisches, für die Reinheitsprüfung, für Gehaltsbestimmungen und zu präparativen 
Zwecken eingesetzt (Strange et al., 1992; Westermeier, 1990). 
Für die Untersuchung von Milchproteinen hat sich die Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(PAGE) im basischen Puffersystem bewährt. Gele aus Polyacrylamid sind chemisch und 
mechanisch besonders stabil. Um die Löslichkeit von Proteinen zu erhöhen und 
Assoziation zu vermeiden, wird den Proben und dem Gel Harnstoff zugesetzt 
(Westermeier, 1990). Durch den Zusatz von Natriumdodecylsulfat (SDS) kann eine 
Trennung ausschließlich nach Molekülgröße erfolgen, da die Eigenladungen von 
Proteinen effektiv überdeckt werden. Es kommt zur Bildung anionischer Micellen mit 
konstanter Nettoladung pro Masseneinheit. Durchschnittlich werden ca. 1,4 g SDS pro g 
Protein gebunden. Die Zugabe einer reduzierenden Thiolverbindung wie Dithiothreitol 
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oder Mercaptoethanol führt zur Spaltung vorhandener Disulfidbrücken (Westermeier, 
1990; Schägger et al., 1987). 
Mit Hilfe der Isoelektrischen Fokussierung (IEF) ist es möglich, amphotere Moleküle 
nach ihrem isoelektrischen Punkt (pI) in einem pH-Gradienten aufzutrennen. Zur 
Trennung von Proteinen nach ihrem pI werden dem Polyacrylamidgel zur Ausbildung 
eines pH-Gradienten mobile oder immobile Zwitterionen-Ampholyte zugesetzt 
(Westermeier, 1990; Wagner et al., 1989). Richtung und Geschwindigkeit der 
elektrophoretischen Wanderung der amphoteren Moleküle ist von ihrer Nettoladung, die 
sie bei dem jeweiligen pH-Wert aufweisen, abhängig. Proteine mit einer positiven 
Nettoladung wandern in Richtung Anode, wobei sie mit steigendem pH-Wert immer mehr 
ihre positive Ladung durch Deprotonierung z. B. der Carboxyl- und Ammoniumgruppen 
verlieren, bis sich die Zahl der negativen und positiven Nettoladungen aufhebt und die 
Nettoladung Null ist. In der Tab. 2.6 - 1 sind die pI-Bereiche einiger Caseine bzw. 
Molkenproteine dargestellt. Der pI ist abhängig von den pK-Werten der Aminosäure-
seitenketten. Saure Gruppen führen zu geringeren pI-Werten, basische Gruppen zur 
Erhöhung des pI.  
 
Tab. 2.6 – 1:   pI-Bereiche einiger Milchproteine (Grappin et al., 1992) 










4,16 – 4,40 
4,23 – 4,76 
4,27 – 4,49 
4,83 – 5,13 
4,68 – 4,69 
4,60 – 5,07 
4,50 – 4,74 
4,78 – 5,10 








5,43 – 5,81 
5,54 – 6,12 
4,66 – 4,89 
4,64 – 4,90 
4,72 – 4,98 
4,77 – 5,13 
5,55 – 6,72 
 
2.6.2 Bestimmung der freien primären Aminogruppen 
 
Die Zunahme der freien primären Aminogruppen (α- und ε-Aminogruppen) durch 
Spaltung von Peptidbindungen lässt sich mit der Methode nach Kakade et al. (1969) 
verfolgen. Vorhandene freie Aminogruppen reagieren mit Trinitrobenzensulfonsäure 
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(TNBS) zu gelb gefärbten Derivaten (siehe Abb. 2.6 - 1), deren Absorptionsmaximum bei 






















Abb. 2.6 – 1:   Reaktionsgleichung zur Reaktion der freien Aminogruppen mit TNBS 
 
2.6.3 Bestimmung der N-Acetylneuraminsäure 
 
Zur Bestimmung von N-Acetylneuraminsäure (NANA) haben sich neben enzymatischen 
Verfahren hauptsächlich photometrische Methoden etabliert. Hierzu existiert eine Anzahl 
einschlägiger Arbeiten (Nakano et al., 1999; Kiermeier et al., 1965; Warren, 1959; 




Die Retention der Peptide an der Umkehrphasen-HPLC-Säule beruht auf den Wechsel-
wirkungen zwischen den hydrophoben Domänen der Peptide und der Umkehrphasen-
Oberfläche (meist chemisch gebundenes Octadecylsilan). Je größer die Hydrophobie der 
Peptide ist, desto stärker werden sie an die stationäre Phase der Säule gebunden. Die RP-
HPLC wurde in den letzten Jahren erfolgreich zum Studium der Proteolyse von Casein 
eingesetzt. Auch hier stehen eine Vielzahl von Arbeiten zur Verfügung. Eine gute 




Mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) können gelöste hochmolekulare Sub-
stanzen nach ihrer Molekülform und Molekülgröße getrennt werden. Grundlage der 
Trennung ist der sterische Anspruch des Moleküls und die Porengröße des 
Säulenmaterials (Ausschlussprinzip). Das Packungsmaterial der GPC-Säule wird 
charakterisiert durch seine Porenweite und seine Porosität. Die Porenweite bestimmt den 
Molekulargewichtsbereich, in dem eine Trennung nach Molekülgestalt und Molekülgröße 
erfolgt. Zwischen dem Logarithmus des hydrodynamischen Volumens eines Polymeren 
und seinem Elutionsvolumen an einer GPC-Säule besteht eine lineare Beziehung. Unter 
dem hydrodynamischen Volumen eines gelösten Polymeren versteht man das Produkt aus 
dem mittleren Molekulargewicht und der Grenzviskosität. In erster Näherung ist das 
hydrodynamische Volumen dem mittleren Molekulargewicht proportional. Polymere, die 
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aus dem Porensystem vollständig ausgeschlossen werden, werden mit V0, dem Zwischen-
kornvolumen der Säule, eluiert. Niedermolekulare Verbindungen, die das gesamte 
Porenvolumen durchdringen, eluieren mit Vm, dem Gesamtvolumen an Fließmittel in der 
Säule oder dem Totvolumen der Säule (Unger, 1994). Einen Überblick über umfangreiche 
Arbeiten zum Thema der Größenausschlusschromatographie gibt der Artikel von Strange 
et al. (1992). 
 
2.6.6 ESI – Massenspektrometrie  
 
Der Einsatz der Massenspektrometrie erlaubt die Bestimmung von absoluten 
Molekülmassen mit kleinsten Substanzmengen. Darüber hinaus kann mit einer geeigneten 
Software die Elementarzusammensetzung einer Verbindung ermittelt werden. Die 
Massentrennung im Massenspektrometer erfolgt nach dem Masse/Ladungsverhältnis 
(m/z).  
Die Elektrosprayionisation (ESI) produziert unter sehr schonenden Bedingungen Ionen 
und ergibt daher wenig oder keine Fragmentierung. Beim Elektrospray-Verfahren werden 
mit Hilfe eines Sprays aus hochgeladenen Tröpfchen in einem starken elektrischen Feld 
einfach oder mehrfach geladene flüchtige Ionen direkt aus wässrigen oder wässrig/ 
organischen Systemen erzeugt. Die ESI wird meist mit einem Quadrupol-
Massenanalysator oder einem TOF (time of flight) - Analysator gekoppelt. TOF bedeutet, 
dass die Dauer der Durchquerung des Analysators als Messgröße der Ionenmasse benutzt 
wird. Sie ist proportional dem Quadrat ihrer Flugzeit, die aus der Zeitdifferenz von 
Ionenbildung und Detektorsignal ermittelt wird. Da Ionen mit Einzel- oder 
Mehrfachladung erzeugt werden, sind Massenspektren von Mischungen sehr schwer zu 
interpretieren. ESI-Spektren sind charakterisiert durch das Auftreten von Quasi-
Molekülionen wie (M + H)+, (M + Na)+. Größere Probenmoleküle (mit größerer 
Oberfläche) werden bevorzugt mehrfach ionisiert zu (M + 2H)2+, (M + 3H)3+, (M + 4H)4+, 
etc. Die Signale im Massenspektrum liegen aufgrund der Mehrfachladung dann bei 
Massenzahlen entsprechend der Hälfte von (M + 2), einem Drittel von (M + 3), einem 
Viertel von (M + 4) usw. Nur aus einer Serie von Quasi-Molekülionen oder aus der 
Bestimmung der Isotopenverteilung im Molekülion lässt sich letzteres als solches 
charakterisieren. Die Kopplung des ESI-MS an eine HPLC kompensiert diesen Nachteil. 
ESI-MS ermöglicht genau wie die Laser-Desorptions-Ionisierungs-Flugzeit-MS eine 
Empfindlichkeit im Picomol/Femtomol-Bereich und ist auch für Moleküle > 200 kDa mit 
einer Genauigkeit der Massenbestimmung von ca. 0,01 % anwendbar (Godovac-
Zimmermann, 1997). Ausführlichere Angaben zur Massenspektrometrie sind folgenden 
Quellen zu entnehmen: Schwedt (1996), Metzger et al. (1994) sowie Hesse et al. (1984). 
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3 Ergebnisse und Diskussion 
 
3.1 Gewinnung und Charakterisierung des (para-)κ-Caseins 
 
3.1.1 Isolierung und Reinigung von κ-Casein 
 
Para-κ-Casein dient in der vorliegenden Arbeit als Substrat für die Langzeitmodellunter-
suchungen zur Proteolyse. Es wird durch Einwirkung von Chymosin auf κ−Casein 
(Coolbear et al., 1996) durch Spaltung der Bindung Phe 105 – Met 106 erhalten. Das dazu 
benötigte κ-Casein wurde nach Zittle et al. (1963) aus Gesamtcasein isoliert und 
anschließend zweimal gereinigt. Zur Herstellung des Gesamtcaseins diente Roh-
mischmilch. Coolbear et al. (1996) verglichen sechs klassische Methoden zur Isolierung 
von κ-Casein hinsichtlich Menge, Reinheit und Zusammensetzung des gewonnenen 
Präparates. Alle beschriebenen Methoden führen zu Produkten einheitlicher Mikro-
heterogenität aber unterschiedlicher Reinheit. Das Harnstoff-Schwefelsäure-Verfahren mit 
nachfolgender Reinigung (Ethanol-Ammonium-Acetatfällung) nach Zittle et al. (1963) 
sowie die S-Sepharose Fast Flow-Methode (Hollar et al., 1991) führen zu den höchsten 
Ausbeuten an κ-Casein im Vergleich zu den übrigen Methoden. 
 
Zur Reinheitskontrolle des κ-Caseins diente die harnstoffhaltige Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (Harnstoff-PAGE). Banden, die auf Verunreinigungen des κ-Caseins mit 
anderen Caseinkomponenten (αs- und β-Casein) hinweisen, sieht man nach gelelektro-
phoretischer Trennung. Das entsprechende Elektropherogramm ist in Abb. 3.1 – 1 zu 
sehen. Die Elektrophoreseparameter können dem Kap. 4.3.2 entnommen werden. Die 
absolute Probenauftragsmenge (m) betrug 10 µg bzw. 15 µg (siehe Abb. 3.1 – 1). Gesamt-
casein wurde zum Vergleich aufgetragen. Charakteristisch für Gesamtcasein sind die 
intensitätsstarken Banden des αs1- und β-Caseins. Die elektrophoretische Mobilität dieser 
Caseine ist höher im Vergleich zum κ−Casein. Repräsentativ für das nicht reduzierte 
κ-Casein-Präparat (Gel A, Bahn 1) ist die Ansammlung von Banden nahe der Proben-
auftragsstelle. Durch Reduzierung der κ-Casein-Präparate mit Dithiothreitol (DTT) und 
Blockierung mit Jodacetamid (Gel B, Bahnen 1 - 4) gelingt eine Auftrennung in sieben 
Banden, die den unterschiedlichen Glycosylierungsgraden des κ−Caseins entsprechen 
(Cheftel et al., 1992). DTT führt zur Spaltung bestehender Disulfidbrücken. Die 
anschließende Alkylierung mit Jodacetamid verhindert Rückfaltungen und die 
Aggregation von Untereinheiten (Westermeier, 2001). Darüber hinaus ergeben sich durch 
Verwendung von Jodacetamid bei der Trennung schärfere Banden. Die Reduktion wurde 
in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) vorgenommen. SDS führt durch 
Aufspalten der Wasserstoffbrücken und Streckung der Moleküle zur Auflösung von 
Tertiär- und Sekundärstrukturen (Westermeier, 2001).  
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Aus der Abb. 3.1 – 1 geht hervor, dass die für αs- und β-Casein typischen Banden nach 
dem ersten Reinigungsschritt noch sichtbar sind (Gel B, Bahnen 1 und 4). Nach dem 
zweiten Reinigungsschritt (Gel B, Bahnen 2 und 3) sind diese oder andere auf 
Verunreinigungen hinweisende Banden nicht mehr zu detektieren. Infolge Reduzierung 
der κ−Casein-Proben wird die Anwesenheit von β−Casein vorgetäuscht. Unter nicht 
reduzierten Bedingungen (Gel A, Bahn 1) ist jedoch eine für β-Casein repräsentative 




Gel A Gel B
Bahn Probenbezeichnung m [µg] Bahn Probenbezeichnun
1 κ-Casein, nicht red., 2x gereinigt 10 1 κ-Casein, red., 1x 
2 Gesamtcasein, nicht red. 10 2 κ-Casein, red., 2x 
   3 κ-Casein, red., 2x 
   4 κ-Casein, red., 1x 










Abb. 3.1 – 1:   Reinheitskontrolle verschiedener κ−Casein-Präparate mit
 
Da selbst nach Erhöhung der Auftragsmenge des zweimal gereinigten κ-
keine Banden anderer Caseinkomponenten zu erkennen waren, wurde
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3.1.2 Gewinnung und Charakterisierung von succinyliertem (para-)κ-Casein 
 
Ein aus gereinigtem κ−Casein nach Coolbear et al. (1996) gewonnenes para-κ−Casein-
Präparat (siehe Kap. 4.3.4) konnte zum Erstellen der Modelle nicht eingesetzt werden. 
Isoliertes para-κ-Casein ist sehr hydrophob (mittlere Hydrophobie von 5,73 kJ / mol und 
Aminosäurerest) und deshalb im Bereich von pH 3 - 8 sehr schwer löslich. Es ballt zu 
einer zähen, gummiartigen Masse zusammen. Damit ist ein enzymatischer Angriff nur 
schwer möglich. Zur Verbesserung der Löslichkeit wurde die Succinylierung gewählt. Die 
Succinylierung wurde schon erfolgreich zur Veränderung funktioneller Eigenschaften von 
Proteinen eingesetzt (siehe Kap. 2.5.2) und führt nach Freimuth et al. (1979) zu höheren 
Blockierungsgraden als die Acetylierung. Das wird auf die Entfaltung der Proteinstruktur 
infolge elektrostatischer Abstoßung der im Neutralbereich überwiegend negativ geladenen 
Succinylreste zurückgeführt. So werden stufenweise immer neue Lysinreste freigegeben, 
die dann zur weiteren Reaktion mit überschüssigem Bernsteinsäureanhydrid zur 
Verfügung stehen.  
 
Die Succinylierung wurde, wie in Kap. 4.3.3 beschrieben, durchgeführt. Wegen der 
schlechten Handhabbarkeit des nicht derivatisierten para-κ-Caseins wurde zuerst 
κ−Casein succinyliert. Zur vollständigen Entfernung des Derivatisierungsreagenzes nach 
der Acylierung wurde das gewonnene succ. κ-Casein so lange gegen dest. Wasser 
dialysiert, bis keine Bernsteinsäure mehr im Dialysewasser nachweisbar war. Die 
Gewinnung von succ. para-κ-Casein erfolgte anschließend durch Chymosinhydrolyse 
nach Coolbear et al. (1996) aus dem vorliegenden succ. κ-Casein-Präparat. 
 
Der Blockierungsgrad des „verfügbaren Lysins“ wurde mittels Methode nach Kakade et 
al. (1969) zu 92,4 % errechnet (siehe Kap. 4.3.3). Der Anteil an succ. Gruppen ergibt sich 
dabei aus der Differenz des Gehaltes an freien primären Aminogruppen des originären 
κ−Caseins und des Gehaltes an freien primären Aminogruppen des succ. Produktes. Nach 
Schwenke (1978) führt ein Succinylierungsgrad von 84 % der Lysin-ε-Aminogruppen von 
Luzerneproteinen zu einer mehr als 10fachen Erhöhung der Löslichkeit.  
 
Die Succinylierung führt nicht nur zur deutlichen Verbesserung der Löslichkeit des para-
κ-Caseins, wodurch der Angriff des para-κ-Caseins durch die Milchgerinnungsenzyme 
unter Modellbedingungen möglich wird, es kommt auch erwartungsgemäß zu Änderungen 
im elektrophoretischen Verhalten, die vor allem bei der Auswertung bzw. Verfolgung des 
Hydrolyseverlaufs berücksichtigt werden müssen. So kommt es infolge der Zunahme der 
negativen Gesamtladung des κ-Caseins im Vergleich zum nicht derivatisierten Präparat 
unter den Bedingungen der basischen Harnstoff-PAGE zur erhöhten Wanderungs-
geschwindigkeit in Richtung Anode (siehe Abb. 3.1 - 2). Eine schnellere Wanderung succ. 
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Caseinpräparate in Richtung Anode bei Verwendung alkalischer Puffersysteme 
beobachteten auch Schwenke et al. (1980). Die zur Elektrophorese eingesetzten Präparate 
wurden nicht mit DTT reduziert und unter Variation der Auftragsmenge (10 µg und 
15 µg) gelelektrophoretisch getrennt.  














Abb. 3.1 – 2:   Trennung von nicht succ. und succ. κ-Casein
Coomassie-Färbung 
 
Der mittlere pI (Berechnungsformel siehe Kap. 3.4.4) des 
infolge Succinylierung erwartungsgemäß, allerdings ist di
ursprünglich pH 5,5 zu pH 4,6 überraschend groß. Nach S
Succinylierung von über 90 % der verfügbaren Aminogruppen
Verschiebung des mittleren pI von pH 4,5 nach pH 4,0. Der m
Caseins beträgt 4,8. Die Bestimmung des mittleren pI der g
mittels Isoelektrischer Fokussierung (IEF) gemäß Kap. 
densitometrischer Auswertung. Die ermittelten pI-Werte sow
(para-)κ-Casein-Proben sind der Abb. 3.6 - 7 zu entnehmen.  
 
Zur Reinheitskontrolle des succ. para-κ-Caseins über den Ge
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al., 1996; Zittle et al., 1963; Doi et al., 1980). Für das succ. para-κ-Casein-Präparat wurde 
ein NANA-Gehalt von 0,3 % gefunden (siehe Kap. 4.3.5). Dieser Wert entspricht einer 
85 %igen Hydrolyse des κ-Caseins. Kim et al. (1967) berichteten von einer NANA-
Freisetzung aus κ-Casein durch Lab von 67 %. Um restliche NANA vollständig zu 
entfernen, trennten Kim et al. (1968) (para-)κ-Casein-Präparate an Carboxymethyl-
cellulose. Untersuchungen von Pierre (1983) ergaben, dass der Anteil von GMP im 
Koagulationsmoment vom pH-Wert abhängt. Bei pH 5,0 sollen 43 % und bei pH 7,2 
100 % GMP freigesetzt werden. 
Der NANA-Gehalt des succ. para-κ-Casein-Präparates von 0,3 % ist im Vergleich zum 
NANA-Gehalt von 2,0 % im κ−Casein sehr gering und stört die Untersuchungen zum 
Verlauf der Hydrolyse nicht. Auf einen weiteren Reinigungsschritt wurde deshalb 
verzichtet, zumal jeder zusätzliche Reinigungsschritt die Gefahr des mikrobiellen Abbaus 
des para-κ-Caseins erhöht. 
 
Zur Charakterisierung der erhaltenen succ. (para-)κ-Casein-Präparate wurden die schein-
baren Molmassen mittels SDS-PAGE ermittelt. Desweiteren wurde der Rohproteingehalt, 
wie in Kap. 4.3.7 beschrieben, ermittelt, da dieser zur Berechnung der Einwaagen für die 
Modelle notwendig war. 
Bei der SDS-PAGE werden die Moleküle durch Behandlung mit SDS nach dem Radius 
des gebildeten SDS-Protein-Komplexes, dessen Größe von der Masse des Proteins 
abhängt, getrennt. Die zusätzliche Behandlung mit DTT und Jodacetamid ist erforderlich, 
da (para-)κ−Casein infolge der reduzierenden und denaturierenden Bedingungen dann als 
Monomer vorliegt und eine exaktere Molmassenabschätzung möglich wird. Die 
Probenvorbereitung unter reduzierenden Bedingungen erfolgte entsprechend Kap. 4.7.4. 
Die absolute Probenauftragsmenge betrug 15 µg, beim GMP 20 µg. Die Proteine wurden 
mit Glutardialdehyd fixiert und mit Coomassie-Brilliantblau gefärbt. Das entsprechende 
Elektropherogramm ist in Abb. 3.1 – 3 zu sehen.  
Die Auswertung erfolgte densitometrisch unter Nutzung der Software Image Master ID 
Elite (Version 3,0) von Amersham biosciences. Die Bestimmung der scheinbaren 
Molmassen von SDS-denaturierten Proteinen erfolgt durch Vergleich der Mobilitäten der 
zu untersuchenden Proteine mit den Mobilitäten der Proteine bekannter Massen (Marker-
proteine). Angaben zu den verwendeten Markerproteinen sind dem Kap. 4.7.4 zu 
entnehmen. Den Banden mit den höchsten Intensitäten (Proteinanteile > 70 % am 
Gesamtpräparat) können Molmassen von 12,8 kDa (Bahnen 2 und 6) und 25,0 kDa 
(Bahn 5) zugeordnet werden. Charakteristisch für κ-Casein und succ. κ-Casein ist eine 
Hauptbande zwischen 20,0 und 29,0 kDa. Grund für die Molmassenschwankungen ist das 
Ausmaß der Glykosylierung. Jedes Trisaccharid (657 Da) oder Tetrasaccharid (948 Da) 
verändert die Molmasse des κ-Caseins (Cheftel et al., 1992). Succ. para-κ-Casein (Bahn 6) 
und para-κ-Casein (Bahn 2) kann eine scheinbare Molmasse von 12,8 kDa zugeordnet 
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werden. Addiert man die Molmassen der 105 Aminosäuren des para-κ-Caseins 
(PyroGlu 1 – Phe 105) unter Berücksichtigung des bei der Knüpfung einer Peptidbindung 
entstehenden Wassermoleküls, errechnet sich für para-κ-Casein eine theoretische 
Molmasse von 12,2 kDa. Kim et al. (1968) geben für monomeres para-κ-Casein eine 
Molmasse von etwa 13,0 kDa an. Beim para-κ-Casein-Präparat findet man in Höhe der 
Hauptbande des κ-Caseins eine Bande geringerer Intensität. Sie ist auf geringe κ-Casein-
Reste im gewonnenen Lyophilisat zurückzuführen. Die Banden mit scheinbaren 
Molmassen von 10,3 kDa und 9,7 kDa deuten auf Abbauprodukte des derivatisierten para-
κ-Caseins hin, die infolge des Herstellungsprozesses entstanden sind. Die Bandenmuster 
des nicht derivatisierten (para-)κ-Caseins und des succ. Präparates sind aufgrund des SDS-

























Abb. 3.1 – 3:   SDS-Elektropherogramm zur Abschä
(para-)κ-Casein-Präparate und des GM
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Rahmen der Arbeit konnte durch den Einsatz eines Tris-Borat-EDTA-Puffers allerdings 
keine verbesserte Trennung erreicht werden. Allein durch Fixierung des Gels mit Glutar-
dialdehyd, welches speziell zur Fixierung kleinerer Proteinmoleküle (1,0 - 10,0 kDa) 
geeignet ist, konnten die Banden des GMP sichtbar gemacht werden. Bei den beiden para-
κ-Casein-Präparaten sind keine Banden nachweisbar, die auf die Anwesenheit von 
restlichem GMP hinweisen. Durch die empfindlichere Silberfärbung können jedoch noch 
Spuren von GMP in diesen Caseinproben festgestellt werden (siehe Kap. 3.6). 
 
Da zur Verfolgung des Hydrolyseverlaufs neben elektrophoretischen Techniken auch die 
RP-HPLC eingesetzt werden sollte, erschien es sinnvoll, das Verhalten des gewonnenen 
succ. (para-)κ-Caseins auch unter den Bedingungen der Umkehrphasen-HPLC zu testen. 
Die wässrigen Lösungen gleicher Ausgangskonzentration der in Abb. 3.1 – 4 angegebenen 
Präparate wurden an einer C18-Säule getrennt (siehe Kap. 4.7.2). Die Ordinate der 
erhaltenen Chromatogramme (Abb. 3.1 – 4) ist einheitlich, so dass die Peakmuster alle 
miteinander verglichen werden können. Dargestellt werden nur die Signale mit 




A succ. κ-Casein D Mischung aus succ. κ-Casein 
B succ. para-κ-Casein  und succ. para-κ-Casein 

















Retentionszeit in min 
 
Abb. 3.1 – 4:   RP-HPLC-Chromatogramme verschiedener (para-)κ-Casein-Präparate 
 
Interessanterweise sind in allen Chromatogrammen (Abb. 3.1 - 4 ) nicht nur ein, sondern 
zwei Peaks mit Retentionszeiten von 33 min (Peak I) und 46 min (Peak II) zu erkennen. 
Nach Shammet et al. (1992c) koeluieren κ-Casein und para-κ-Casein. Die Trennung 
mittels RP-HPLC beruht auf Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Gruppen der 
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Untersuchungssubstanz und den Alkylketten der stationären Phase der Säule. Die 
hydrophoben Aminosäurereste des κ−Caseins liegen im N-terminalen Abschnitt, daher ist 
der hydrophobe Anteil im para-κ-Casein und im κ-Casein als gleich anzusehen. Allerdings 
erklärt das Koeluieren der beiden Caseine nicht das Auftreten eines zweiten Peaks.  
Verschiedene Autoren haben die Vernetzung des (para-)κ-Caseins mit sich selbst, über 
Disulfidbrücken und intermolekulare Wechselwirkungen beschrieben (Farrell et al., 1999; 
Holt, 1992; Rasmussen et al., 1992; Ludwig et al., 1988). Um zu klären, ob es sich bei 
einem der zwei Peaks um ein Aggregat bzw. Selbstassoziat handelt, wurde das succ. para-
κ-Casein mit Harnstoff und / oder Mercaptoethanol behandelt. Mercaptoethanol führt zur 
Reduktion bestehender Disulfidbrückenbindungen zu Thiolgruppen, Harnstoff zur Auf-
hebung von Wasserstoffbrückenbindungen. 
Aus den Chromatogrammen der Abb. 3.1 – 5 geht hervor, dass es bei der mit Harnstoff 
und Mercaptoethanol behandelten succ. para-κ-Casein-Probe zur Verringerung der 
Peakfläche des Peaks II zugunsten der Fläche des Peaks I kommt. Beim Peak II handelt es 
sich demnach um aggregiertes, beim Peak I um nicht assoziiertes succ. para-κ-Casein.  
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succ. para-κ-Casein + Harnstoff  




Abb. 3.1 – 5:   Chromatogramme von unterschiedlich behandeltem succ. para-κ-Casein  
 
Die Succinylierung beeinflusst das Assoziationsverhalten vermutlich aufgrund der Ent-
faltung der Proteinstruktur. Die Peakflächenverhältnisse von Peak I und Peak II des succ. 
κ-Caseins und des nicht succ. κ-Caseins sind unterschiedlich. Aus der Abb. 3.1 – 4 geht 
hervor, dass die Fläche des Peaks II (aggregiertes κ-Casein) beim succ. κ-Casein-Präparat 
kleiner ist als beim nicht succ. Präparat.  
 
Bei der Übertragung der RP-HPLC-Ergebnisse vom Modell auf den Käse muss berück-
sichtigt werden, dass neben para-κ-Casein noch andere Caseinkomponenten wie αs- und 
β-Casein vorliegen. Infolge der ungleichmäßigen Verteilung der Ladung und der 
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unpolaren Seitenketten in der Polypeptidsequenz neigen alle drei Caseine zur Assoziation. 
Sie assoziieren dabei nicht nur mit sich selbst, sondern auch untereinander (Lucey et al. 




Ziel war es, die Wirkung der industriell bedeutenden Gerinnungsenzyme Chymosin, 
Fromase und Suparen auf succ. para-κ-Casein unter Bedingungen zu testen, die die 
Käsereifung simulieren.  
Bisherige Ergebnisse zur Proteolyse von (para-)κ-Casein wurden hauptsächlich durch 
Untersuchungen von κ-Casein-Lösungen gewonnen (Haufe, 1999; Reid et al., 1997; 
Coolbear et al., 1996; Shammet et al., 1992c). Die für diese Untersuchungen gewählten 
Reaktionsbedingungen sind jedoch nur bedingt mit denen zu vergleichen, die im Käse 
vorherrschen. So weist Käse im Gegensatz zu Proteinlösungen einen verminderten 
Wassergehalt auf (siehe Kap. 2.1). Nach Belitz et al. (1993) liegt der Wassergehalt bei 
Frischkäse zwischen 73 und 87 %, der von Reibekäse dagegen unter 47 %. 
Für den Ablauf enzymatischer Reaktionen ist das frei verfügbare Wasser entscheidend, 
welches durch den aw-Wert (Wasseraktivität) gekennzeichnet wird (Spreer, 1995). Der 
aw-Wert wasserreicher Lebensmittel wird mit 0,9 - 1,0 angegeben. Halbfeuchte Lebens-
mittel weisen dagegen einen aw-Wert von 0,6 - 0,8 und trockene Lebensmittel einen 
aw-Wert < 0,5 auf. Enzymatische Reaktionen werden bei einem aw-Wert < 0,8 
verlangsamt, laufen aber sogar noch bei einem aw-Wert von 0,3 ab (Spreer, 1995). Es liegt 
also nahe, dass die proteolytische Wirkung von Enzymen im Käse anders ist als im 
wässrigen System. Um den Einfluss des Wasserangebotes auf die Proteolyse des para-
κ-Caseins zu untersuchen, wurden zwei Modelle erstellt, ein Käsemodell 
(wasserreduziert) und ein milchähnliches wässriges Modell. Zur Erstellung sinnvoller 
Modelle (Langzeitmodellansätze) waren Vorversuche notwendig. 
 
Vorversuche zur Hydrolyse des (para-)κ-Caseins wurden mit folgendem Ziel 
durchgeführt: a) festzustellen, bei welchem Wasserangebot die Hydrolyse des (para-)κ-
Caseins stattfindet, b) in welchem Umfang sie stattfindet c) einen optimalen Wasseranteil 
für die Langzeitansätze zu finden und d) den Einfluss eines käseüblichen 
Natriumchloridgehaltes auf die Hydrolyse des (para-)κ-Caseins zu prüfen. Die für die 
Vorversuche gewählten Hydrolysebedingungen sind dem Kap. 4.5.1 zu entnehmen. Die 
Enzymkonzentration des jeweiligen Enzyms wurde so gewählt, dass sie der aus der 
Gerinnungszeitmessung ermittelten Konzentration entsprach (siehe Kap. 4.4) und dass ein 
konstantes Enzym-Substrat-Verhältnis vorlag.  
Die RP-HPLC wurde eingesetzt, um die Hydrolyse des para-κ-Caseins in Abhängigkeit 
vom Wasserangebot zu verfolgen. Um die Hydrolysezeit für diesen Vorversuch auf 
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4 Wochen zu begrenzen, wurden die Modellansätze bei 30 °C gelagert. Das bedeutet 
gegenüber der üblichen Reifungstemperatur von 12 ± 2 °C eine ca. dreifache Reaktions-
geschwindigkeit (van′t HOFFsche Regel). Als Substrat für die Vortests diente 
(para-)κ-Casein, als Gerinnungsenzym wurde Chymosin ausgewählt. Das verwendete 
Chymosin weist eine Aktivität bzw. Labstärke (Spreer, 1995) von 12200 auf, d. h. 12200 
Teile Milch werden durch ein Teil Chymosin in 40 min bei einer Temperatur von 35 °C 
und einem pH-Wert von 6,5 dickgelegt. Zur Erfassung von Hydrolyseprodukten wurden 
die bei pH 4,7 löslichen Fraktionen, auch als NCN-Fraktionen (Nicht-Casein-Stickstoff-
Fraktionen) bezeichnet, zur Trennung an der RP-HPLC eingesetzt. Die Trennung erfolgte 
wie in Kap. 4.7.2 beschrieben.  
In den Abb. 3.2 - 1 und 3.2 - 2 sind einige ausgewählte Chromatogramme dargestellt, die 
den Einfluss des Wasseranteils auf den Hydrolyseverlauf demonstrieren. Abb. 3.2 - 1 
beinhaltet nur RP-HPLC-Chromatogramme der NCN-Fraktionen, die nach einer 
Hydrolysezeit von 4 Wochen erhalten wurden.  
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Abb. 3.2 – 1:   RP-HPLC-Chromatogramme der NCN-Fraktionen in Abhängigkeit vom 
Wasseranteil nach einer Hydrolysezeit von 4 Wochen 
 
Die Hydrolyse des (para-)κ-Caseins in Gegenwart von Chymosin ist bei einem Wasser-
anteil von 20 % praktisch zu vernachlässigen. Das geht aus dem nahezu unveränderten 
Peakmuster dieses Testansatzes im Vergleich zur Autolyse hervor. Das Ausmaß der 
Hydrolyse, gemessen an der Peakanzahl und -intensität bei gleichem Einspritzvolumen, 
steigt bis zu einem Wasseranteil von 55 % an. Interessant ist, dass bei Wasseranteilen von 
55 – 65 %, dem Bereich in dem ein großer Teil der festen und halbfesten Schnittkäse liegt, 
kaum Unterschiede im chromatographischen Trennbild zu erkennen sind. Anscheinend 
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verläuft die Hydrolyse bei diesen Wasseranteilen ähnlich. Das Peakspektrum der 
NCN-Fraktion des Testansatzes mit einem Wasseranteil von 99 % weist nach einer 
Hydrolysezeit von 4 Wochen deutliche Differenzen im Vergleich zu den anderen in Abb. 
3.2 – 1 dargestellten Peakmustern auf. Nach einer Hydrolysezeit von 2 Wochen (siehe 
Abb. 3.2 - 2) ist das chromatographische Trennbild der NCN-Fraktion dieses Ansatzes 
jedoch wieder mit denen bei begrenztem Wasserangebot (Wasseranteil 55 - 65 %) und 
einer Hydrolysezeit von 4 Wochen vergleichbar. Die Hydrolyse von κ−Casein durch 
Chymosin bei Wassergehalten von 55 - 65 % verläuft also gegenüber der Hydrolyse bei 















Abb. 3.2 – 2:   RP-HPLC-Chromatogramme der NCN-Fraktionen in Abhängigkeit vom 
Wasseranteil nach einer Hydrolysezeit von 2 und 4 Wochen 
 
Aus den Ergebnissen dieses Vorversuches wurden zwei Modellsysteme konstruiert. Das 
System mit einem Wasseranteil von 99 % wird fortan als „Modell Milch“ und das 
wasserlimitierte System mit einem Wasseranteil von 60 % als „Modell Käse“ bezeichnet. 
Es ist, wie zuvor erläutert, davon auszugehen, dass die Hydrolyse bei Wasseranteilen von 
55 oder 65 % vergleichbar der bei einem Wasseranteil von 60 % verläuft. 
Als Berechnungsgrundlage zum Erstellen der zwei Modelle diente Schnittkäse mit einem 
Wassergehalt von 60 %, einem Proteingehalt von 25 % und 30 % Fett in der Trocken-
masse. Für 1 g Protein ergibt sich eine Menge von 2,2 g Wasser (vergl. Boldt, 1999). 
 
Um den Einfluss eines käseüblichen Natriumchloridgehaltes auf die Hydrolyse von (para) 
κ-Casein zu testen, war ebenfalls ein Vorversuch notwendig. Jede Käsesorte hat einen 
spezifischen Natriumchloridgehalt. Nach Spreer (1995) liegen die Natriumchloridgehalte 
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von gereiftem Käse zwischen 1,9 % (z. B. Emmentaler) und 3,0 % (z. B. Limburger). 
Neben Chymosin als Gerinnungsenzym wurde nunmehr noch Fromase in die 
Untersuchungen einbezogen. Das verwendete Fromase TL-Präparat weist eine Aktivität 
von 17100 auf, d. h. 17100 Teile Milch werden durch ein Teil Fromase in 40 min bei einer 
Temperatur von 35 °C und einem pH-Wert von 6,5 dickgelegt (Spreer, 1995). Als Substrat 
diente succ. κ-Casein. Pro Gerinnungsenzym und Modell waren zwei Ansätze 
erforderlich. Ein Ansatz wurde unter Zugabe von 2 % Natriumchlorid der andere zum 
Vergleich ohne Zusatz von Natriumchlorid angefertigt.  
Der Hydrolyseverlauf wurde mit der Methode nach Kakade et al. (1969) über die 
Neubildung von Aminogruppen über einen Zeitraum von 15 Wochen bei 12 ± 2 °C 
verfolgt (siehe Kap. 4.7.1). Es wurden die Gesamthydrolysate verwendet. Der Einsatz der 
Gesamthydrolysate ohne Fraktionierung in Untergruppen wie NCN- oder NPN (Nicht-
Casein-Stickstoff)-Fraktion ist von Vorteil, da so Aussagen zu den summarischen 
Veränderungen am Substrat möglich sind. Trinitrobenzensulfonsäure (TNBS) reagiert mit 
allen freien primären Aminogruppen, mit α-Aminogruppen gleichermaßen wie mit 
ε-Aminogruppen. Die über die TNBS-Methode ermittelten Gehalte an Aminogruppen sind 
für beide Modelle in Form von Balkendiagrammen in Abhängigkeit von der Hydrolysezeit 
in Abb. 3.2 – 3 dargestellt. Der gemessene Wert von ca. 60 µmol Aminogruppen / g succ. 
κ−Casein zum Versuchsbeginn (0. Woche, Autolyse) resultiert aus dem Betrag an 
α-Aminogruppen und dem Anteil an nicht blockierten ε-Aminogruppen.  
 
Aus der Abb. 3.2 - 3 geht hervor, dass ein Natriumchloridgehalt von 2 % einen 
vernachlässigbar geringen Einfluss auf die Hydrolyse des κ-Caseins in Gegenwart der 
Enzyme Chymosin und Fromase hat. Bei Fromase scheint die Hydrolyse im Modell Milch 
infolge des Natriumchloridzusatzes bis zu einem Zeitraum von 5 Wochen leicht be-
schleunigt abzulaufen. Im Modell Käse ist unter Salzzusatz in diesem Zeitraum eher der 
entgegengesetzte Effekt zu beobachten. Für Chymosin lässt sich keine Tendenz in beiden 
Modellen erkennen. In der Literatur sind kaum Untersuchungen zum Einfluss von 
Natriumchlorid auf die Hydrolyse des (para-)κ−Caseins beschrieben. Sanogo et al. (1987) 
berichten, dass die Proteolyse des (para-)κ−Caseins in verdünnter Lösung durch einen 
Natriumchloridzusatz von 10 % stimuliert wird. Das lässt Parallelen zum αs-Casein 
erkennen. Natriumchloridgehalte bis zu 10 % haben nach Awad et al. (1999) auf die 
Hydrolyse des αs1-Caseins keinen inhibierenden Effekt, unabhängig ob Chymosin, 
Fromase oder Suparen als Milchgerinnungsenzym eingesetzt wird. Awad et al. (1999) 
nutzten für die Untersuchungen αs1- und β-Casein-Lösungen. Die Untersuchungen 
wurden bei pH 5,4, dem pH-Wert im Käse zu Beginn der Käsereifung, durchgeführt. Im 
Gegensatz zum αs-Casein führen Natriumchloridgehalte > 3 % in Gegenwart von 
Fromase und Chymosin, nicht in Gegenwart von Suparen, zur Herabsetzung der 
Hydrolyse des β−Caseins (Awad et al., 1999).  
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0. Woche 2. Woche   8. Woche 
(Autolyse) 5. Woche 15. Woche 
 
Abb. 3.2 – 3:   Einfluss von Natriumchlorid auf die Hydrolyse von (para-)κ-Casein bei  
pH 5,5 und einer Temperatur von 12 ± 2 °C 
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Untersuchungen von Koch8 (2002) ergaben, dass die Hydrolyse von β-Casein im 
Käsemodellansatz (Wasseranteil von 65 %) in Gegenwart von Chymosin schon durch 
Natriumchloridgehalte von 2 % partiell gehemmt wird. Der inhibierende Effekt von 
Natriumchlorid auf β-Casein in Lösung oder im Käse wird mit der Aggregation des 
Proteins bei erhöhter Ionenstärke erklärt. Das hat zur Folge, dass zu spaltende Bindungen 
in der hydrophoben Region unzugänglich sind. Natriumchlorid scheint nach den zitierten 
Ergebnissen eine größere Wirkung auf das Substrat als auf die Aktivität des Enzyms zu 
haben.  
Aufgrund der Tatsache, dass die Hydrolyse des (para-)κ-Caseins durch einen üblichen 
Salzgehalt von 2 % nur minimal beeinflusst wird, wurde auf weitere Ansätze mit einem 
Zusatz von Natriumchlorid verzichtet. Interessant für spätere Untersuchungen wäre es 
aber dennoch, den Einfluss von Natriumchloridgehalten bis 10 % auf die Hydrolyse des 
para-κ-Caseins, vor allem im Modell Käse, zu untersuchen.  
 
Alle Ergebnisse, die im folgenden präsentiert werden, umfassen Untersuchungen am 
Modell Käse und am Modell Milch mit succ. para-κ-Casein unter Einsatz der Enzyme 
Chymosin, Fromase und Suparen. Nähere Angaben zur Erarbeitung der Modelle sind dem 
Kap. 4.5 zu entnehmen. Um die proteolytische Wirkung der eingesetzten Enzyme 
Chymosin, Fromase und Suparen vergleichen zu können, wurden sie mit Hilfe des 
Gerinnungszeitabgleiches auf die gleiche Gerinnungsaktivität standardisiert (siehe 
Kap. 4.4). Die Ergebnisse sind im experimentellen Teil in Tab. 4.4 - 1 zusammengefasst. 
 
3.3 Aktivitätskontrolle der eingesetzten Milchgerinnungsenzyme 
 
Die Aktivität der einzelnen Enzyme wurde während der gesamten Hydrolysezeit 
kontrolliert (siehe Kap. 4.6), um Rückschlüsse auf eine mögliche Inaktivierung während 
der Lagerung ziehen zu können. Nach de Roos et al. (2000) ist die Gerinnungszeit 
umgekehrt proportional zur Chymosinkonzentration. Unter Berücksichtigung dieser 
Abhängigkeit ergeben sich zu den Kontrollzeiten (0. / 5. / 15. Woche) Konzentrations-
werte an aktivem Enzym, angegeben in µg bzw. µl aktives Enzym pro 1 ml Ansatz (siehe 
Kap. 4.6). Der Zeitpunkt der 0. Woche entspricht der Aktivitätsbestimmung zu Beginn der 
Hydrolyse. Die Menge an aktivem Enzym wird berechnet, indem der Quotient (yt) aus der 
Menge an aktivem Enzym zum Zeitpunkt der 5. bzw. 15. Woche (Mt) und der Menge an 
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Wird yt (in %) für beide Modelle über der jeweiligen Kontrollzeit aufgetragen, erhält man 
das Balkendiagramm in Abb. 3.3 – 1. Aus dem Diagramm geht hervor, dass es in beiden 
Modellen innerhalb von 15 Wochen zu einem sehr drastischen Aktivitätsverlust der drei 
Enzyme kommt. Im Modell Käse sinkt die Aktivität von Chymosin, Fromase und Suparen 
schon innerhalb von 5 Wochen auf fast die Hälfte. Im Modell Milch trifft diese Aussage 
nur auf Chymosin zu. Fromase und Suparen verlieren binnen 5 Wochen ca. 80 % ihrer 
ursprünglichen Aktivität. Nach 15 Wochen ist in beiden Modellen eine Aktivitätsabnahme 
aller Enzyme um 70 - 80 % im Vergleich zur Ausgangsaktivität (0. Woche) zu 
verzeichnen. Bemerkenswerterweise tritt bei der Hydrolyse von κ-Casein unter gleichen 
Bedingungen kaum ein Aktivitätsverlust der eingesetzten Enzyme Chymosin und Fromase 
auf (Szepietowska, 2000). 
Bei der Lagerung der reinen Enzymlösung wurde keine Aktivitätsabnahme beobachtet. 
Eine Eigenproteolyse des Enzyms als Ursache für den Aktivitätsverlust wird daher 
ausgeschlossen. Der Enzymlösung wurde Methylisothiazolon (MIT) als Bakterizid 
zugegeben. Damit sollten Sekundärinfektionen während der Lagerdauer von 15 Wochen 




























































   0. Woche  5. Woche  15. Woche 
 
Abb. 3.3 – 1:   Menge an aktiven Enzymen im Verlauf der Hydrolyse 
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Die Abschwächung der Aktivität aufgrund der Assoziation der Enzyme mit para-κ−Casein 
über elektrostatische Wechselwirkungen ist denkbar. In der Literatur gibt es verschiedene 
Untersuchungen zum Assoziationsverhalten, speziell zur Assoziation von Chymosin mit 
para-κ-Casein. Eine grobe Abschätzung der Chymosinassoziation mit reinem gelösten 
(para-)κ−Casein resultiert in einer Assoziation von 10 – 20 mmol Chymosin pro mol para-
κ-Casein (de Roos et al., 2000). Nach Beobachtungen von de Roos et al. (1995) scheint 
die aktive Seite des Chymosins nicht mit in die Assoziation eingebunden zu sein. Die 
Autoren trafen die Aussage, dass an κ-Casein adsorbiertes Chymosin aktiv ist und nicht 
die Spaltung der Phe 105 - Met 106 - Bindung verhindert. Nach Angaben von de Roos et 
al. (2000) und de Roos et al. (1998) ist die Chymosinassoziation in Milch stärker als im 
Käse. Dunnewind et al. (1996) berichten, dass die Chymosinassoziation mit steigender 
Kontakt- bzw. Hydrolysezeit zunimmt. Diese Untersuchungen lassen leider keinen 
Schluss auf assoziationsabhängige Aktivitätsveränderungen während der Proteolyse zu.  
Obwohl im Verlauf der Hydrolysezeit von 15 Wochen ein sehr starker Aktivitätsverlust 
der Enzyme Chymosin, Fromase und Suparen zu verzeichnen war, war die Aktivität 
ausreichend, para-κ-Casein zu hydrolysieren. Das zeigen die folgenden Untersuchungen 
zur Verfolgung des Hydrolyseverlaufs. 
 
3.4 Verfolgung des Hydrolyseverlaufs 
 
Um den Abbau des succ. para-κ-Caseins in Abhängigkeit von der Hydrolysezeit (2., 5., 8. 
und 15. Woche) im Modell Milch und im Modell Käse zu verfolgen und zu vergleichen, 
wurden die Gesamthydrolysate untersucht. Zum Vergleich der proteolytischen Wirkung 
der eingesetzten Milchgerinnungsenzyme Chymosin, Fromase und Suparen diente die 
Methode nach Kakade et al. (1969). Die RP-HPLC ermöglicht den Vergleich der Gesamt-
hydrolysate über die erhaltenen Peakmuster. Zur Molmassenabschätzung der im Laufe der 
Hydrolyse entstandenen Spaltprodukte bzw. Aggregate wurden die Gelpermeations-
chromatographie (GPC) sowie die SDS-PAGE herangezogen. 
 
3.4.1 Verfolgung der Hydrolyse über die Neubildung von Aminogruppen  
 
Der Vergleich der proteolytischen Wirkung der eingesetzten Enzyme erschien sinnvoll, da 
Literaturangaben diesbezüglich variieren. Literaturangaben zum Vergleich der Enzyme 
hinsichtlich ihrer proteolytischen Wirkung basieren auf einer Standardisierung der 
Gerinnungsaktivitäten der Enzyme. Nach Fox et al. (1996) ist Suparen bei gleicher 
Gerinnungsaktivität beträchtlich proteolytisch wirksamer als Chymosin. Auch Vander-
poorten et al. (1972) zeigten, dass die mikrobiellen Milchgerinnungsenzyme Fromase und 
Suparen eine stärkere Proteolyse des Gesamtcaseins und der Caseinkomponenten 
bewirken als Chymosin. Nach Awad et al. (1999) ist die proteolytische Wirkung von 
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Fromase gegenüber bovinen κ-Caseins als Substrat am höchsten, gefolgt von Chymosin 
und letztendlich Suparen. Als Grund für die voneinander abweichenden Untersuchungs-
ergebnisse kann der Einsatz verschiedener Methoden zur Beurteilung der proteolytischen 
Aktivität angesehen werden. Darüber hinaus wurden die meisten Untersuchungen an 
verdünnten Caseinlösungen durchgeführt. Caseingehalte und Enzymmengen sowie Hydro-
lysebedingungen, wie Inkubationszeit, Temperatur oder pH-Wert, variieren dabei 
beträchtlich. Die gewählten Hydrolysezeiträume sind häufig auf 30 min - 24 h beschränkt. 
Somit sind Vergleiche der Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen untereinander oder 
mit den Bedingungen im Käse sehr schwer zu interpretieren. 
 
Die Bestimmung des Gehaltes an Aminogruppen erfolgte im Rahmen der Arbeit in 
Anlehnung an die Methode nach Kakade et al. (1969) bzw. Langner et al. (1971) (vergl. 
Kap. 4.7.1).  
Der Gehalt an freien Aminogruppen wurde zu Beginn der Hydrolyse (0. Woche) sowie 
nach einer Hydrolysezeit von 2, 5, 8 und 15 Wochen ermittelt. Der Wert von ca. 60 µmol 
Aminogruppen / g Protein zum Versuchsbeginn (0. Woche, Autolyse) resultiert aus dem 
Betrag an α-Aminogruppen und dem Anteil nicht blockierter ε-Aminogruppen. Die Probe 
zur Kontrolle der Autolyse des para-κ-Caseins liefert in beiden Modellen zum Ende der 
Hydrolysezeit von 15 Wochen nur leicht gestiegene Gehalte an Aminogruppen (siehe Tab. 
4.7 – 1). Das zeigt, dass es unter Zusatz von Methylisothiazolon (MIT) möglich war, 
während der gesamten Hydrolysezeit keimarme Bedingungen zu gewährleisten und eine 
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 Modell Milch 
Modell Käse 
Abb. 3.4 – 1:   Verfolgung der Hydrolyse von succ. para-κ-Casein über die Zunahme von 
Aminogruppen in Abhängigkeit von der Hydrolysedauer 
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Aus der Abb. 3.4 - 1 geht deutlich hervor, dass mit zunehmender Hydrolysedauer der 
Gehalt an primären Aminogruppen kontinuierlich ansteigt. Das Gerinnungsenzym ist also 
über den gesamten Versuchszeitraum proteolytisch aktiv, obgleich, wie in Abb. 3.3 – 1 zu 
erkennen ist, die Menge des aktiven Enzyms mit der Versuchsdauer abnimmt.  
Im Modell Milch ist der Gehalt an Aminogruppen über den gesamten Versuchszeitraum 
höher als im Modell Käse. Suparen ist in beiden Modellen das Enzym mit der höchsten 
und Chymosin das Enzym mit der geringsten proteolytischen Aktivität. Im Modell Milch 
sind die Unterschiede bezüglich der proteolytischen Wirkung der Enzyme Chymosin, 
Fromase und Suparen auf para-κ-Casein stärker ausgeprägt als im Modell Käse. Chymosin 
und Fromase weisen im Modell Käse eine ähnliche proteolytische Aktivität auf. 
 
Um einen Hinweis auf die mittlere Anzahl gespaltener Bindungen pro Molekül zu 
bekommen, hilft folgende Überlegung: für die Spaltung einer Peptidbindung pro Molekül 
nimmt die Anzahl an freien Aminogruppen um eins zu. Daher berechnet sich die Anzahl 






Gt entspricht dabei dem Gehalt an Aminogruppen zum Zeitpunkt der 2., 5., 8. oder 15. 
Woche, G0 dem Gehalt an Aminogruppen zu Beginn der Hydrolyse (0. Woche).  
Zieht man zur Berechnung die in Tab. 4.7 – 1 aufgelisteten Werte heran, erhält man nach-
stehende Werte (Tab. 3.4 – 1). Zur Berechnung dienten nur die absoluten Mittelwerte der 
Gehalte an Aminogruppen. 
 
Tab. 3.4 – 1:   Zahlenmittel gespaltener Bindungen pro Molekül (n) 
Modell Käse 
 2. Woche 5. Woche 8. Woche 15. Woche 
Chymosin 0,3 0,6 1,1 1,6 
Fromase 0,6 1,2 1,6 1,9 
Suparen 1,1 2,2 3,2 4,7 
Modell Milch 
 2. Woche 5. Woche 8. Woche 15. Woche 
Chymosin 1,0 1,3 1,3 1,8 
Fromase 1,9 2,9 2,7 3,4 
Suparen 2,5 4,3 6,2 9,3 
 
Setzt man anstatt des gemessenen Blindwertes (60 µmol / g Protein) den theoretischen 
Blindwert ein, welcher sich aus der Anzahl der µmol succ. para-κ-Caseins pro g ergibt 
(80 µmol bei einer mittleren Molmasse von 12,5 kDa), so ergeben sich Werte in ähnlichen 
Größenordnungen. Man kann erkennen, dass der gemessene Blindwert kleiner als der 
Ergebnisse und Diskussion 44 
theoretische Blindwert ist, was vermutlich auf Messfehler oder auf die Variation der 
Molmasse des succ. para-κ-Caseins zurückzuführen ist. Die im Rahmen der Arbeit 
ermittelten Molmassen sind scheinbare Molmassen und schwanken im Bereich von 
12,3 - 13,0 kDa. 
 
Die in Tab. 3.4 – 1 angegebenen Werte sind nur als Zahlenmittel zu sehen, die sehr an-
schaulich die schon beschriebenen Unterschiede in der proteolytischen Aktivität der drei 
Enzyme wiedergeben. Sie lassen jedoch keine Aussage über die Anzahl der tatsächlich 
entstandenen Peptide zu, da je nach wirksam werdenden Mechanismus minimal zwei, 
maximal k Peptide entstanden sein können, wenn als Zahlenmittel eine gespaltene 
Bindung berechnet wird. Zum einen wäre ein einheitlicher Hydrolysemechanismus zu 
betrachten: alle Moleküle werden hierbei gleichmäßig in immer gleiche und kleiner 
werdende Bruchstücke gespalten. Dabei entstehen bei einer Bindungsspaltung genau zwei 
neue Moleküle. Diesem Mechanismus gegenüber steht ein „Chaosabbau“: es werden nicht 
alle Moleküle gleichzeitig zu kleineren Bruchstücken gespalten. Einige Moleküle bleiben 
intakt, andere Moleküle erfahren eine oder auch mehrere Bindungsspaltungen. Im 
Extremfall ergeben sich k neue Moleküle. Die Anzahl k kann durch eine Reihenent-
wicklungsformel aus der Anzahl der angreifbaren Bindungen berechnet werden (Haufe, 
1999). Beide Mechanismen sind als Extremfälle anzusehen, der tatsächlich ablaufende 
Spaltprozess wird sich vermutlich irgendwo zwischen diesen Extremen befinden. 
Eine Aussage über die tatsächliche Anzahl entstandener Peptide lässt sich erst nach 
chromatographischer oder elektrophoretischer Auftrennung der Hydrolysate treffen. 
 
Der Tab. 3.4 – 1 kann man entnehmen, dass im Modell Käse während der gesamten 
Hydrolysedauer mehr Bindungen gespalten werden als im Modell Milch. Im Modell Käse 
(Wasseranteil 60 %) entfallen auf 2,6 mM Peptidbindungen 38,2 mM Wasser pro Gramm 
Reaktionsmischung. 
Die Retardation der Hydrolyse im wasserlimitierten System ist vermutlich nicht auf eine 
verminderte Wasseraktivität zurückzuführen. Für Schnittkäse (Gouda-Typ) mit einem 
Totalwassergehalt von 50 – 60 % wird eine Wasseraktivität (aw-Wert) von 0,92 angegeben 
(Krause, 2000). Enzymatische Reaktionen werden erst bei aw < 0,8 verlangsamt, laufen 
aber auch noch bei einem aw-Wert von 0,3 ab. Bei chemischen Reaktionen gilt ein aw–
Wert von 0,6 – 0,7 (Spreer, 1995). Eine Ursache für die Retardation der Hydrolyse im 
Modell Käse kann die Verfügbarkeit des Wassers für die Enzymwirkung sein. Eine 
Hydrolyse ist nur möglich, wenn das para-κ-Casein eine Hydrathülle besitzt. Zur 
vollständigen Hydratation eines Caseins bzw. zur Ausbildung einer „multilayer bond 
water-structure“ werden ca. 2 – 3 g Wasser / g Protein benötigt (Krause, 2000). Das aktive 
Zentrum des Gerinnungsenzyms braucht zur Hydrolyse ebenfalls ein Molekül freies 
Wasser, welches vermutlich nicht mehr so einfach zur Verfügung steht.  
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In Systemen mit begrenztem Wasserangebot laufen Diffusionsprozesse mit geringerer 
Geschwindigkeit ab als in wasserreichen Systemen. Die Retardation der Bindungsspaltung 
kann somit auch auf die Verlangsamung der diffusionskontrollierten Prozesse des 
Hydrolysemechanismus zurückgeführt werden. Inwiefern eine Produkthemmung eine 
Rolle spielt, müssen zukünftige Untersuchungen zeigen. 
 
3.4.2 Untersuchung der Gesamthydrolysate mittels RP-HPLC  
 
Um den Abbau des succ. para-κ-Caseins zu verfolgen bzw. Angaben zur Anzahl und 
Hydrophobie entstehender Hydrolyseprodukte zu erhalten, wurde die RP-HPLC 
eingesetzt. Je unpolarer die Probesubstanzen sind, um so stärker werden sie im Normalfall 
von der Umkehrphasen-Oberfläche festgehalten.  
Die Trennparameter (siehe Kap. 4.7.2) wurden so gewählt, dass sie für alle Proben gleich 
und reproduzierbar sind. Damit ist die Auswertung durch Vergleich der Peakmuster als 
auch der Peakflächen möglich. Die entsprechenden Chromatogramme sind in Abb. 3.4 – 2 
dargestellt. Angaben wie Retentionszeiten und zugehörige Peakflächen in Abhängigkeit 
von der Hydrolysezeit sind in der Tab. 4.7 - 3 im experimentellen Teil zu finden. Die 
Ordinaten der Chromatogramme sind einheitlich, so dass die Peakmuster alle miteinander 
und auch mit den Chromatogrammen der 3 kDa-Permeate (siehe Kap. 3.5.1) verglichen 
werden können. Dargestellt werden hier nur die Signale, die Retentionszeiten größer 
6 min aufweisen, da das bei 5,5 min auftretende intensitätsstarke Signal des eingesetzten 
Bakterizids MIT die Auswertung des eigentlichen Trennbildes stört.  
 
Im Modell Käse zeigen die drei Enzyme Chymosin, Fromase und Suparen ein ähnliches 
Hydrolyseverhalten. Man kann bei jedem Enzym eine Anhäufung von intensitäts-
schwachen Signalen im Retentionsbereich zwischen 15 und 27 min erkennen. Auffällig 
sind aber vor allem zwei Peaks mit Retentionszeiten von 33 bzw. 46 min, die über den 
ganzen Hydrolysezeitraum bei allen drei Enzymen auftreten. Diese zwei Peaks sind, wie 
schon in Kap. 3.1.2 beschrieben, typisch für das eingesetzte succ. para-κ-Casein. Die 
Peakflächenverhältnisse der beiden Peaks sind besonders zu Beginn der Hydrolyse 
unterschiedlich. Bezogen auf die Fläche überwiegt bei Chymosin und Fromase der Peak 
mit der Retentionszeit von 46 min, beim Suparen ist der Peak mit der Retentionszeit von 
33 min dominanter. Die drei Enzyme bauen das succ. para-κ-Casein im Modell Käse bis 
zur 8. Woche, gemessen an den Flächen der zwei Peaks, um etwa 70 - 90 % ab, danach 
nehmen die Peakflächen wieder zu. Grund für die Flächenzunahme beider Peaks ist 
vermutlich die Bildung neuer Hydrolyseprodukte, die zur gleichen Zeit wie das 
Ausgangsprodukt bzw. das gebildete Aggregat eluieren. Eine Freisetzung von para-
κ-Casein aus den Aggregaten ist ebenfalls denkbar.  
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Modell Käse Modell Milch 
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Die Peakmuster der getrennten Gesamthydrolysate, Modell Milch, (Abb. 3.4 – 2) unter-
scheiden sich deutlich von denen des Modells Käse. Die Signale im Retentionsbereich von 
6 - 27 min sind schon zu Beginn der Hydrolyse wesentlich ausgeprägter als die des 
Modells Käse. Besonders beim Suparen und bei Fromase sind in diesem Retentions-
bereich eine Vielzahl intensitätsstarker Signale zu beobachten. Die beiden für das succ. 
para-κ-Casein charakteristischen Peaks sind nur beim Chymosin bis zur 5. Woche deutlich 
zu erkennen. Bei Fromase und Suparen kommt es schon innerhalb von 2 Wochen zu 
einem starken Abbau des succ. para-κ-Caseins. Deutlich zu detektieren ist bei diesen 
beiden Enzymen nur noch der „Aggregatpeak“ bei 46 min. Mit Abnahme des Peaks bei 
33 min erscheinen im gleichen Bereich neue / andere Signale. Über den Hydrolyseverlauf 
treten deutliche Veränderungen im Peakmuster beim Chymosin zur 8. Woche, bei 
Fromase und Suparen zur 15.Woche auf. Es kommt dabei zur Zunahme von zu späteren 
Zeiten eluierender und damit hydrophoberer Hydrolyseprodukte. In der 15. Woche fällt 
bei den Enzymen Fromase und Suparen ein flächenmäßig dominanter Peak bei einer 
Retentionszeit von 52 min auf.  
 
Im Modell Milch kommt das stark unterschiedliche Hydrolysepotential der untersuchten 
Enzyme zur Geltung. Chymosin zeigt in diesem Modell im Vergleich zu den mikrobiellen 
Gerinnungsenzymen Fromase und Suparen ein anderes Hydrolyseverhalten. Im wasser-
limitierten Modell ist die Hydrolyseaktivität aller drei Enzyme deutlich reduziert und der 
Hydrolyseverlauf anhand der entstehenden Peptidmuster sehr viel ähnlicher. Das succ. 
para-κ-Casein wird im Modell Käse nicht vollständig, im Modell Milch jedoch bis zur 
Detektionsgrenze der HPLC abgebaut. 
 
Die Trennung (Abb. 3.4 – 2) verlief trotz zahlreicher Optimierungsversuche nicht ideal. 
Einige Peaks sind breit und weisen ein starkes Tailing auf, vermutlich zurückzuführen auf 
das schlechte Eindringen von Proteinen / Peptiden der Hydrolysate in das Porensystem des 
Trägermaterials und die damit verbundene Verschleppung auf der Oberfläche.  
 
3.4.3 Charakterisierung der Gesamthydrolysate mittels GPC 
 
Mittels GPC werden die Probenmoleküle nach der Molekülmasse getrennt. Je kleiner ein 
Molekül ist, desto größer ist das Elutionsvolumen, d. h. desto später eluiert dieses 
Molekül. Für die GPC wurden die Gesamthydrolysate eingesetzt, die durch Wirkung der 
Enzyme Chymosin, Fromase und Suparen auf succ. para-κ-Casein im Zeitraum von 
15 Wochen erhalten wurden. Die verwendete GPC-Säule (Biosep-Sec-S 2000) weist einen 
zuverlässigen Trennbereich von 1,0 - 100,0 kDa auf. Kalibriert wurde im Bereich von 
1,1 kDa (Bradykinin) bis 25,0 kDa (β-Casein). Die mit Dextranblau (1000,0 kDa) 
ermittelte Ausschlussgrenze liegt bei einem Elutionsvolumen von 5,5 ml. Da für eine 
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ausreichende Pufferkapazität eine Ionenstärke von 0,25 M empfohlen wird (Meyer, 1999), 
wurde Natriumchlorid zum Eluenten zugegeben. Die Ionen wechselwirken mit den 
geladenen Resten der Proteine und reduzieren die elektrische Anziehung entgegengesetzt 
geladener benachbarter Gruppen. Die Proteinkonzentrationen (10 mg / ml Ansatz) und 
Einspritzvolumina waren für alle Proben einheitlich. Ein Vergleich der Peakflächen ist 
damit möglich. Weitere Angaben zur GPC sind dem Kap. 4.7.3 zu entnehmen. Tab. 4.7 - 7 
im experimentellen Teil enthält die Molmassen sowie die Peakflächen (Flächeneinheiten 
> 10) der auswertbaren bzw. der im Trennbereich der Säule auftretenden Signale. 
Mittels GPC können komplexe Stoffgemische nur dann in einzelne Signale aufgetrennt 
werden, wenn der Molmassenunterschied der einzelnen Komponenten mindestens 10 % 
beträgt (Meyer, 1999). Diese Bedingung erfüllen die Gesamthydrolysate nicht. Die 
erhaltenen Chromatogramme weisen erwartungsgemäß wenig basisliniengetrennte Signale 
auf. Exemplarisch sind in der Abb. 3.4 – 3 die GPC-Chromatogramme der Gesamt-
hydrolysate (Fromase, Modell Milch) zu sehen. Um die Ergebnisse übersichtlicher 
darstellen zu können, wurde eine Einteilung in drei definierte Molmassenbereiche 
vorgenommen. Der Molmassenbereich 1 beinhaltet alle Komponenten mit Elutions-
volumina von 5,6 - 7,6 ml (75,0 - 20,0 kDa). Der Bereich 2 umfasst Hydrolyseprodukte 
mit Elutionsvolumina von 7,6 - 10,0 ml (20,0 - 4,0 kDa) und mit dem Bereich 3 werden 
alle Bruchstücke mit Elutionsvolumina von 10,0 - 12,0 ml (4,0 - 1,0 kDa) abgedeckt. 
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Bereich 1: 75,0 - 20,0 kDa Bereich 2: 20,0 - 4,0 kDa 
Bereich 3:  4,0 - 1,0 kDa  
 
Abb. 3.4 – 3:   GPC-Chromatogramme der Gesamthydrolysate (Fromase, Modell Milch) 
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Molmassenbereich 1 - Aggregatbildung 
 
Die Trennung der enzymfreien para-κ-Casein-Ansätze (Autolyseproben) ergibt drei 
Signale (Modell Käse) bzw. vier Signale (Modell Milch). Es handelt sich dabei um das 
succ. para-κ-Caseins mit einer scheinbaren Molmasse von 12,8 kDa und um Reste des 
succ. κ-Caseins (etwa 25 kDa). Die beiden anderen Caseinkomponenten müssen 
Aggregate sein, da sie höhere Molmassen als die des succ. para-κ-Caseins aufweisen. Bei 
der Autolyseprobe, Modell Käse, handelt es sich um ein Aggregat mit einer scheinbaren 
Molmasse von etwa 67 kDa, bei der Autolyseprobe, Modell Milch, tritt zusätzlich noch 
ein Aggregat (ca. 20 kDa) auf. Die Bildung von Aggregaten wurde schon nach Trennung 
einer wässrigen succ. para-κ-Casein-Lösung an der RP-HPLC (siehe Kap. 3.1.2) 
beobachtet. (para-)κ-Casein liegt vorwiegend in polymerer Form vor, verbunden durch 
Disulfidbrücken (Cys11-Cys88, Cys88-Cys88, Cys11-Cys11). Durch Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen können sich Aggregate mit noch größeren Molmassen bilden (siehe Kap. 
2.2.2.1). Bei in der Caseinmicelle eingebundenem (para-)κ-Casein treten mit anderen 
Caseinfraktionen (αs- und β-Casein) heteropolymere Wechselwirkungen auf. Liegt 
(para-)κ-Casein dagegen isoliert vor, wechselwirken die Moleküle verstärkt untereinander.  
Werden die Disulfidbrücken des succ. para-κ-Caseins mit Mercaptoethanol reduziert und 
mit Harnstoff Wasserstoffbrückenbindungen aufgehoben, so wird die Aggregatbildung 
zurückgedrängt. Gleiches konnte auch bei der Autolyseprobe, Modell Käse, festgestellt 
werden. Abb. 3.4 – 4 enthält Ausschnitte aus den Chromatogrammen einer behandelten 
und einer unbehandelten Autolyseprobe (Modell Käse). Die Fläche des Peaks mit einem 
Elutionsvolumen von 5,8 ml (ca. 67 kDa) wird zugunsten des Peaks mit einem Elutions-
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Die Summe der „Aggregatpeakflächen“ der Autolyseprobe, Modell Käse, ist mit ca. 1000 
wesentlich größer als die Summe der Peakflächen der Autolyseprobe, Modell Milch (180). 
Wechselwirkungen mit Wasser spielen bei der Aggregatbildung eine entscheidende Rolle. 
Protein-Wasser-Wechselwirkungen kommen an den Peptidbindungen (Dipol-Dipol, 
Wasserstoffbrücken-Bindungen) und im Bereich der Aminosäureseitenketten (ionisierte, 
polare und unpolare Gruppen) zustande. Die Konformation eines Proteins in Lösung ist in 
hohem Maße von diesen Wechselwirkungen abhängig. Diese Wechselwirkungen sowie 
die elektrostatische Abstoßung verhindern Proteinassoziationen und -aggregationen. Sind 
die Protein-Wasser-Wechselwirkungen und die Netto-Ladungen von Proteinen sehr 
gering, ist eine Annäherung der Polypeptidketten und damit die Bildung von 
Proteinaggregaten denkbar. Mit steigender Proteinkonzentration wird die Wahrschein-
lichkeit, dass es zu Interaktionen kommt, größer (Cheftel et al.,1992). 
Die Bildung von Aggregaten ist in beiden Modellen auch in Gegenwart der Enzyme 
Chymosin, Fromase und Suparen über die gesamte Hydrolysezeit zu beobachten. Die 
zugehörigen Signale weisen größtenteils Elutionsvolumina nahe der ermittelten 
Ausschlussgrenze auf (scheinbare Molmassen von 70 – 75 kDa). Hydrolyseprodukte, die 
genau zum Ausschlussvolumen (5,5 ml) der Säule eluieren, sind so groß, dass sie keinerlei 
Wechselwirkungen mit der stationären Phase eingehen. Eine Zuordnung von Molmassen 
ist in diesem Fall nicht sinnvoll und wurde nicht vorgenommen. Zusätzlich zu den 
Aggregaten mit scheinbaren Molmassen von 70 – 75 kDa tritt in beiden Modellen, jedoch 
verstärkt im Modell Milch, ein Aggregat mit einer scheinbaren Molmasse von etwa 
20 kDa auf. Mit Hilfe der Summe der Peakflächen der beschriebenen Aggregate lässt sich 
eine Aussage zum Umfang der Aggregatbildung in Abhängigkeit vom Modell treffen 
(siehe Tab. 3.4 – 2).  
 
Tab. 3.4 – 2:   Summe der „Aggregatpeakflächen“ im Modell Käse und Modell Milch 
Modell Käse 
 2. Woche 5. Woche 8. Woche 15. Woche 
Chymosin 1930 980 350 480 
Fromase 1780 2130 730 1300 
Suparen 850 2100 140 1100 
Modell Milch 
 2. Woche 5. Woche 8. Woche 15. Woche 
Chymosin 380 460 360 290 
Fromase 270 280 200 210 
Suparen 180 220 330 260 
 
Aus der Tab. 3.4 - 2 geht hervor, dass die Aggregatbildung im Modell Käse wesentlich 
stärker ist als im Modell Milch. Besonders ausgeprägt ist die Bildung von Aggregaten im 
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Modell Käse bei allen drei Enzymen bis zur 5. Hydrolysewoche. Danach verringern sich 
die aufsummierten Peakflächen, um dann zur 15. Woche wieder stärker anzusteigen. 
Unterschiede zwischen den Enzymen bestehen, können jedoch nicht zuverlässig heraus-
gearbeitet werden. Im Modell Milch liegen deutlich weniger Aggregate vor, gegen Ende 
der Hydrolysezeit nimmt die Menge bei Chymosin und Fromase ab, bei Suparen dagegen 
zu. 
 
Molmassenbereich 2 (20,0 - 4,0 kDa) 
 
Die Abbauprodukte des succ. para-κ-Caseins sowie nicht hydrolysiertes succ. para-
κ-Casein sind in Tab. 3.4 – 3 (Modell Käse) und in Tab. 3.4 - 4 (Modell Milch) unter 
Angabe der Molmassen (M) und der zugehörigen gerundeten Peakflächeneinheiten (F) 
zusammengestellt.  
 
Tab. 3.4 – 3:   GPC-Signale der Gesamthydrolysate, Modell Käse, unter Angabe der 
Molmassen (M) und der Peakflächeneinheiten (F) 
Modell Käse 










Chymosin 12,9 100 12,9 40 12,9 120 12,9 90 
 9,8 260 - - 9,8 190 - - 
 - - 8,8 200 8,8 400 8,8 590 
 - - 6,5 20 - - - - 
 - - 4,8 20 4,8 230 4,8 240 
Fromase 12,7 140 12,7 40 12,7 30 12,7 20 
 - - 10,7 40 10,7 40 - - 
 9,5 400 9,5 230 - - - - 
 - - - - 8,8 130 8,8 160 
 5,3 110 5,3 40 - - - - 
 - - 4,8 50 - - - - 
Suparen - - 13,0 200 13,0 90 13,0 60 
 10,7 160 10,7 80 10,7 70 10,7 70 
 - - 9,5 240 9,5 50 9,5 50 
 8,8 250 - - 8,8 140 8,8 170 
 6,1 30 6,1 60 6,1 70 6,1 70 
 - - - - 5,8 120 5,8 150 
 - - - - 4,2 20 4,2 30 
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Im Modell Käse ist bei Chymosin, Fromase und Suparen auch noch nach einer Hydrolyse-
zeit von 15 Wochen das Signal zu beobachten, welches dem succ. para-κ-Casein 
zugeordnet werden kann. Auffallend ist, dass beim Chymosin die Fläche des succ. para-
κ-Casein-Peaks bis zur 5. Woche abnimmt, ab der 8. Woche aber wieder ansteigt. Beim 
Suparen ist nach der 2. Woche kein succ. para-κ-Casein mehr nachweisbar. Ab der 
5. Woche wird das entsprechende Signal erneut detektiert. In Aggregaten gebundenes 
para-κ-Casein muss also im Verlauf der Hydrolyse teilweise wieder freigesetzt werden. 
Das erklärt auch die Schwankungen an „Aggregatpeakflächen“ innerhalb des Hydrolyse-
zeitraumes (siehe Tab. 3.4 - 2) sowie das erneute Auftreten einiger Hauptabbauprodukte 
des succ. para-κ-Caseins zu späteren Hydrolysezeiten. Die Anzahl an Abbauprodukten des 
succ. para-κ-Caseins mit scheinbaren Molmassen von 20,0 – 4,0 kDa ist über den 
gesamten Hydrolysezeitraum im Modell Käse gering. Nach 15 Wochen überwiegt ein 
Bruchstück mit einer scheinbaren Molmasse von 8,8 kDa. Das Abbauprodukt mit einer 
scheinbaren Molmasse von 10,7 kDa tritt nur beim Suparen und der Fromase auf. Zwei bis 
drei Bruchstücke mit Molmassen < 7,0 kDa werden bei allen drei Enzymen beobachtet. 
Beim Chymosin findet man am Ende der Hydrolysezeit nur ein Bruchstück mit 4,8 kDa, 
bei Fromase wurde nach 15 Wochen kein Abbauprodukt < 7,0 kDa detektiert und beim 
Suparen werden Bruchstücke mit scheinbaren Molmassen von 6,1 kDa, 5,8 kDa und 
4,2 kDa gefunden.  
Im Modell Milch wird para-κ-Casein von allen drei Enzymen bis zur Detektionsgrenze der 
GPC abgebaut, d. h. zum Zeitpunkt der 5. Woche ist das für succ. para-κ-Casein typische 
Signal nicht mehr zu detektieren (siehe Tab. 3.4 – 4). Statt dessen tritt bei allen drei 
Enzymen ein Hauptabbauprodukt von 10,4 bzw. 10,8 kDa auf.  
 
Tab. 3.4 – 4:   GPC-Signale der Gesamthydrolysate, Modell Milch, unter Angabe der 
Molmassen (M) und der Peakflächen (F) 
Modell Milch 










Chymosin 12,8 50 - - - - - - 
 - - - - 10,8 60 10,8 250 
 8,0 720 8,0 1200 8,0 30 8,0 480 
 - - 4,4 570 4,4 30 4,4 360 
Fromase 10,4 260 10,4 290 10,4 260 10,4 300 
 5,2 20 5,2 30 5,2 30 - - 
Suparen 13,0 60 - - - - - - 
 10,4 100 10,4 230 10,4 390 10,4 270 
 - - - - 4,2 90 - - 
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Ferner ist beim Chymosin noch ein Bruchstück mit einer scheinbaren Molmasse von 
8,0 kDa zu beobachten. Pro Enzym tritt zusätzlich noch ein Hydrolyseprodukt mit einer 
scheinbaren Molmasse < 7,0 kDa auf. 
Im Modell Käse werden bei allen drei Enzymen, besonders aber in Gegenwart von 
Suparen, mehr Spaltprodukte des succ. para-κ-Caseins mit Molmassen im Bereich von 
11,0 - 4,0 kDa beobachtet als im Modell Milch. 
 
Molmassenbereich 3 (4,0 - 1,0 kDa) 
 
Im Modell Käse sind Bruchstücke des Molmassenbereiches 3 nur bei Fromase und 
Suparen zu beobachten. Bei Fromase handelt es sich dabei um ein Abbauprodukt mit einer 
scheinbaren Molmasse von 1,9 kDa und beim Suparen um zwei Bruchstücke mit 
scheinbaren Molmassen von 3,5 kDa und 3,0 kDa. Die Mengen der im Modell Käse zu 
beobachtenden Abbauprodukte werden bezüglich der kleinen Flächeneinheiten (< 100) als 
gering eingeschätzt.  
Im Modell Milch werden auch durch Wirkung von Chymosin auf succ. para-κ-Casein 
Spaltprodukte < 4,0 kDa detektiert. Diese weisen scheinbare Molmassen von 3,3 kDa, 
2,9 kDa, 1,6 kDa sowie 1,0 kDa auf. Den bei Fromase auftretenden Signalen können 
Bruchstücke mit scheinbaren Molmassen von 2,8 kDa, 2,0 kDa und 1,1 kDa zugeordnet 
werden. Beim Suparen sind im Molmassenbereich 3 auch nur drei Spaltprodukte 
< 4,0 kDa (2,5 kDa, 1,9 kDa, 1,1 kDa) zu beobachten. Es werden also im Modell Milch 
nicht wesentlich mehr Abbauprodukte im Bereich von 4,0 kDa – 1,0 kDa gebildet als im 
Modell Käse. 
 
Sieht man sich die auswertbare Gesamtfläche an, d. h. die Summe aller Peakflächen, die 
sich im zuverlässigen Trennbereich der Säule befinden, so fällt auf, dass sich z. B. beim 
Chymosin (Modell Käse) die auswertbare Gesamtfläche innerhalb von 5 Wochen im 
Bezug zur Autolyse um etwa die Hälfte verringert (siehe Abb. 3.4 – 5). Das bedeutet, dass 
ca. 50 % der gebildeten Hydrolyseprodukte nicht mehr im auswertbaren Trennbereich 
liegen und es sich also entweder um Bruchstücke < 1,0 kDa oder um Aggregate mit 
Molmassen > 100 kDa handeln muss. Im Modell Milch nimmt die Gesamtpeakfläche der 
Hydrolyseprodukte der Enzyme Fromase und Suparen im Vergleich zum Chymosin, 
Modell Milch, sowie im Vergleich zu allen Modellen Käse innerhalb von 15 Wochen am 
stärksten ab. Es liegen nur noch 20 - 25 % der Gesamtfläche bezogen auf die 
Gesamtfläche der Autolyseprobe vor. Man kann davon ausgehen, dass neben einem 
minimalen Anteil an Aggregaten größtenteils Spaltprodukte < 1,0 kDa entstanden sind. 
Die Aussagen zur Veränderung der auswertbaren Gesamtfläche wurden unter der 
Voraussetzung getroffen, dass sich der molare Extinktionskoeffizient im Verlauf der 
Hydrolysezeit nicht ändert. 
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Abb. 3.4 – 5:   Veränderung der auswertbaren Gesamtfläche bei der GPC 
 
Die Trennung der Gesamthydrolysate lässt mehrere Aussagen zu. Zum eine
relativ wenig Hydrolyseprodukte des succ. para-κ-Caseins in größeren Men
zuweisen. Dabei finden sich mehr Produkte im Modell Käse als im Modell M
weiteren wird die Hypothese gestützt, dass dem Prozess Aggregatbildung und -
eine besondere Rolle - speziell im Modell Käse - zukommt. Es könnte sein, da
Beginn der Hydrolyse relativ rasch hochmolekulare Aggregate bilden, wäh
assoziiertes succ. para-κ-Casein verhältnismäßig schnell zu Bruchstücken 
hydrolysiert wird.  
 
3.4.4 Verfolgung des Hydrolyseverlaufs mittels Elektrophorese 
 
Elektrophoretische Trenntechniken erlauben die Darstellung verschiedener H
stadien nebeneinander auf einem Gel.  
Die Harnstoff-PAGE erwies sich als ungeeignet, den Hydrolyseverlauf zu verfo
Trennung der Gesamthydrolysate konnten auch nach deutlicher Erhöhung der
menge kaum Banden mit Coomassie-Brilliantblau sichtbar gemacht werd
Silberfärbung kam es in kürzester Zeit zur völligen Schwarzfärbung des gesam
was auf Reduktion der vorhandenen Silberionen zu metallischem Silber zur
wird.  
Aufgrund der durch IEF erhaltenen präzisen Bandenmuster (siehe Abb. 3.4 – 6)
den Abbau des succ. para-κ-Caseins über den Hydrolysezeitraum von 15
verfolgen. Die IEF wird zur Bestimmung der pI von amphoteren Autolys l e
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herangezogen. Durch Ermittlung der Ladungsheterogenität ist die Unterscheidung sehr 
ähnlicher Moleküle möglich. Darüber hinaus besitzt die Elektrofokussierung ein sehr 
hohes Auflösungsvermögen. Jedes Protein bzw. Peptid wandert nach Anlegen eines 
elektrischen Feldes an die Stelle in einem pH-Gradienten, an der der pH-Wert seinem 
isoelektrischen pH entspricht. Im Rahmen der Arbeit wurde mittels einer kommerziell 
erhältlichen Trägerampholytmischung ein pH-Gradient im Bereich von pH 2  bis pH 11 
vor der Trennung der Caseinkomponenten unter Anlegen eines elektrischen Feldes im Gel 
aufgebaut. Dieser weite pH-Bereich wurde deshalb gewählt, da die meisten Proteine und 
Peptide einen pI im Bereich zwischen 3 und 11 besitzen. Die Proben wurden, wie in Kap. 
4.3.2 beschrieben, mit DTT reduziert. Um die Proteine in Lösung zu halten, wurde in 
Gegenwart hoher Harnstoffkonzentration (5 M) fokussiert. Die absolute Auftragsmenge 
betrug bei allen Proben 20 µg. Die Bestimmung der pI erfolgte mit Hilfe mitfokussierter 
Markerproteine mit bekannten pI-Werten. Verwendet wurde ein pI-Flüssig-Marker (pH-
Bereich 3 - 10) der Fa. Serva. Weitere Angaben zur IEF sind dem Kap. 4.7.5 zu 
entnehmen.  
Zur Ermittlung des pI wurden die Bandenmuster densitometrisch ausgewertet. Nicht 
detektierbare Bruchstücke werden auch mittels Densitometer nicht erfasst. Der pI ist ab-
hängig von den pK-Werten der Aminosäureseitenketten. Saure Gruppen führen zu einem 
geringerem pI, basische Gruppen zur Erhöhung des pI.  
 
Das erhaltene Elektropherogramm (Abb. 3.4 – 6) zeigt eine Vielzahl von Banden bei der 
Autolyseprobe, die sich überwiegend im pH-Bereich 3,5 - 5,0 befinden. Die zwei 
intensitätsstärksten Banden sind bei pH-Werten von 4,5 bzw. 4,6 zu finden. Einige 
intensitätsschwächere Banden sind wahrscheinlich auf genetische Varianten oder auf 
Abbauprodukte zurückzuführen, die während der Gewinnung des succ. para-κ-Caseins 
entstanden sind, aufgrund der geringen Auflösung der bisher beschriebenen Trenn-
methoden jedoch nicht detektiert wurden.  
Die Bandenmuster der Gesamthydrolysate unterscheiden sich kaum von dem der 
Autolyseprobe (Bahnen 5 und 10). Allerdings nimmt die Intensität der Banden der 
Gesamthydrolysate im Vergleich zur Autolyse innerhalb von 15 Wochen in beiden 
Systemen und bei allen Enzymen ab. Im Modell Milch ist beim Chymosin und Suparen in 
der 15. Woche keine Bande mehr erkennbar und damit auch kein pI bestimmbar. Die 
Hydrolyse in diesen beiden Systemen ist soweit fortgeschritten, dass nur noch 
Bruchstücke vorhanden sind, die sich nicht mehr mit Coomassie-Brilliantblau anfärben 
lassen. Die empfindlichere Silberfärbung konnte aufgrund der Eigenschaften des Gels 
nicht angewendet werden.  
Mittels IEF können im Normalfall nur Peptide mit Molmassen > 3 kDa erfasst werden. So 
ist es auch nicht verwunderlich, dass man nach IEF der 3 kDa-Permeate (siehe Kap. 3.5) 
keine Banden sieht. Diese Bruchstücke müssen jedoch vorhanden sein, wie die Ergebnisse 
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der RP-HPLC-Untersuchung der 3 kDa-Permeate (Kap. 3.5.1) sowie der massenspektro-
metrischen Untersuchung (Kap. 3.5.2) zeigen. 
Zur besseren Beschreibung der physikalischen Eigenschaften einer Proteinmischung, kann 
zusätzlich der mittlere pI berechnet werden. Der mittlere pI ergibt sich aus der 
Bestimmung des prozentualen Anteils der einzelnen Banden an der Gesamtprobe und wird 
wie folgt berechnet: ∑ •= )pI[%]Band(%1001pI 


















Bahn Probe pI Bahn  pI 
1 Modell Milch, Suparen, 15. Woche odell Käse, Fromase, 5. Woche  -   9 M 4,7
2 Modell Käse, Suparen, 15. Woche 4,4 10 Autolyse 4,6 
3 Modell Milch, Suparen, 5. Woche 4,0 11 Modell Milch, Chymosin, 15. Woche - 
4 Modell Käse, Suparen, 5. Woche 4,8 12 Modell Käse, Chymosin, 15. Woche 4,1 
5 Autolyse 4,6 13 Modell Milch, Chymosin , 5. Woche 4,3 
6 Modell Milch, Fromase, 15. Woche 4,4 14 Modell Käse, Chymosin , 5. Woche 4,3 
7 Modell Milch, Fromase, 5. Woche 4,3 15 pI-Marker 3-10 - 
8 Modell Käse, Fromase, 15. Woche 4,6    
 
Abb. 3.4 – 6:   Isoelektrische Fokussierung der mit DTT reduzierten Gesamthydrolysate, 
 
ür die Autolyseprobe ergibt sich ein mittlerer pI von 4,6. Das entspricht dem pI für succ. 
para-κ-Casein unter reduzierten Bedingungen. Wird succ. para-κ-Casein nicht mit DTT 
1        2        3         4         5        6        7         8        9      10      11       12      13      14    15
Färbung mit Coomassie-Brilliantblau 
F
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reduziert, ergibt sich ein mittlerer pI von 4,8 (siehe Kap. 3.6). Generell wird der mittlere 
pI mit fortschreitender Hydrolyse kleiner, bei Fromase und Suparen nimmt der Wert nur 
wenig ab, bei Chymosin tritt eine Abnahme um 0,5 pI-Einheiten ein. Trotz dieser 
generellen Tendenz findet man in der 5. Woche bei Fromase und Suparen im Modell Käse 
einen leichten Anstieg des mittleren pI. Ursache ist ein Bruchstück mit einem pI von 7,8. 
 
Die SDS-PAGE kann wie die GPC zur Ermittlung der scheinbaren Molmassen heran-
ezogen werden. Durch SDS-Zusatz werden definierte SDS-Proteinkomplexe erzeugt, 
 von Myoglobin 
in-
aren Molmasse von etwa 10,7 kDa (densitometrisch bestimmt) auf. Die entsprechende 
 
g
deren Auftrennung bei der Wanderung im elektrischen Feld allein nach der Masse erfolgt. 
Der „Siebeffekt“ des Polyacrylamidgels bewirkt, dass sich größere Moleküle langsamer 
als kleinere bewegen. Die durchschnittliche Porenweite der Gele kann durch die 
Acrylamidkonzentration eingestellt werden und hat großen Einfluss auf die Trennleistung 
(siehe Kap. 4.7.4). Die SDS-PAGE ist vorrangig zur Trennung bzw. Molmassen-
abschätzung von Produkten > 5,0 kDa geeignet. Produkte mit Molmassen < 5,0 kDa 
können im Normalfall nur mit Silberfärbung sichtbar gemacht werden.  
Gebräuchliche Molmassenmarker decken den Bereich von 6,5 - 97,4 kDa ab. Die Fa. 
Merck bietet darüber hinaus einen Marker aus Bromcyanfragmenten
(Pferdeherz) mit Molmassen von 2,5 - 19,9 kDa an. Dieser wurde im Rahmen der Arbeit 
verwendet. Die nach elektrophoretischer Trennung der Gesamthydrolysate erhaltenen 
Elektropherogramme sind den Abb. 3.4 – 7 (Modell Milch) und 3.4 – 8 (Modell Käse) zu 
entnehmen. Die Positionen der Proben auf dem jeweiligen Gel sind in den Tabellen unter 
den Elektrophoresebildern aufgeführt. Alle Proben wurden mit DTT reduziert und mit 
Jodacetamid blockiert. Trichloressigsäure diente zur Fixierung und Coomassie-
Brilliantblau zur Färbung der Gele. Die Auftragsmenge betrug bei allen Proben 30 µg.  
 
Im Modell Milch (Abb. 3.4 – 7) fällt bei allen Enzymen ein Bruchstück mit einer sche
b
Bande verliert bei jedem der Enzyme mit steigender Hydrolysezeit an Intensität. 
Berücksichtigt man die Verschiebungen der Laufstrecke infolge unterschiedlicher 
Ionenstärke von Marker und Proben, könnte die 10,7 kDa-Bande auch dem succ. para-
κ-Casein (12,8 kDa) zugeordnet werden. Beide Banden liegen nach gelelektrophoretischer 
Trennung nah beieinander. Aufgrund von Untersuchungen mit GPC und RP-HPLC kann 
aber davon ausgegangen werden, dass bei fortgeschrittener Hydrolyse kein succ. para-
κ-Casein mehr vorliegt.  
Auffällig im Modell Milch sind weiterhin zwei Abbauprodukte mit scheinbaren Mol-
massen von 9,5 und 8,5 kDa. Diese Bruchstücke sind in geringer Konzentration auch im
succ. para-κ-Casein und in der Autolyseprobe enthalten. Die dem 9,5 kDa-Bruchstück 
entsprechende Bande ist bei allen drei Enzymen nur bis zur 8. Hydrolysewoche in ganz 
geringer Intensität detektierbar. Im Gegensatz dazu nimmt die Intensität der zweiten 
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Bande (8,5 kDa), ausgenommen Fromase, zur 2. Woche zu. Einhergehend mit dem 
weiteren Abbau dieses Hydrolyseproduktes lässt dieselbe Bande nach der 8. Woche an 
Intensität wieder nach. 
Hydrolyseprodukte < 8,0 kDa werden nach Färbung mit Coomassie-Brilliantblau nur beim 
Chymosin in sehr geringer Intensität beobachtet. Im oberen Gelbereich (> 16,9 kDa) sind 
trotz Probenvorbehandlung mit DTT und Harnstoff noch Banden zu erkennen. Bis auf die 
Bande in Höhe des succ. κ−Caseins (24 kDa) muss es sich bei den anderen Banden um 
Aggregate handeln. Mittels Silberfärbung der Gele konnten keine weiteren Banden 
sichtbar gemacht werden. Auch die Fixierung mit Glutardialdehyd führte zu keinem 

















Bahn Probe Bahn Probe 







2 succ. para-κ-Casein e 8. Woche 10 Fromas
3 succ. κ-Casein  11 Fromase 15. Woche
4 Autolyseprobe des succ. para-κ-Caseins 12 Suparen 2. Woche 
5 Chymosin 5. Woche 13 Suparen 5. Woche 
6 Chymosin 8. Woche 14 Suparen 8. Woche 
7 Chymosin 15. Woche  15 Suparen 15. Woche
8 Fromase 2. Woche   
b  – 7:   Elektrophero
 
A b. 3.4 gramme der Gesamthydrolysate, Modell Milch  
 Käse, (siehe 
bb. 3.4 – 8) erhalten wurde, ist verzerrt. Grund dafür ist die Schrumpfung des Stufen-
 
Das Bandenmuster, welches nach Trennung der Gesamthydrolysate, Modell
A
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gradientengels nach der Färbung und Lagerung. Die für das succ. para-κ-Casein 
(12,8 kDa) repräsentative Bande tritt über den gesamten Hydrolysezeitraum bei allen 
Proben auf. Zusätzlich sind intensitätsschwächere Banden mit scheinbaren Molmassen 
von 9,7 kDa und 8,3 kDa zu erkennen. Eine Bande mit einer scheinbaren Molmasse von 
10,7 kDa ist bei keinem der drei Enzyme zu beobachten. Trotz Behandlung der Proben mit 
Harnstoff und DTT treten auch hier Banden auf, die auf Aggregate hinweisen. 
 
 






















1 Marker   7 Suparen 15. Woche 
2 Fromase 5. Woche   8 Chymosin 5. Woche 
3 Fromase 8. Woche   9 Chymosin 8. Woche 
4 Fromase 15. Woche  10 Chymosin 15. Woche
5 Suparen 5. Woche 11 Chymosin 2. Woche (Milch) 
6 Suparen 8. Woche 12 succ. κ-Casein 
   Elektropherogra nten thydrolysate, 
 
Abb. 3.4 – 8: mme der getren  Gesam Modell Käse 
tere 
anden sichtbar gemacht werden (siehe Abb. 3.4 – 9). Die Silberfärbung erfolgte gemäß 
 
 
Mittels Silberfärbung konnten im Modell Käse im Gegensatz zum Modell Milch wei
B
Kap. 4.7.4 nach vollständiger Entfernung der blauen Farbe durch Entfärbelösung. Da sich 
der Gelhintergrund infolge Reduktion der vorhandenen Silberionen zu metallischem 
Silber, besonders an den Randzonen schwarz färbte und sich darüber hinaus bei den 
Bahnen 1 – 5 keine weiteren Banden erkennen ließen, wird nur ein Ausschnitt des Gels 
gezeigt (siehe Abb. 3.4 – 9).  









Abb. 3.4 – 9:
an sieht in Abb. 3. assen von 6,0 und 
ell Milch nach-
eisbar sind.  
us der Verfolgung des Hydrolyseverlaufs über die Neubildung von primären Amino-
 ergibt 
ich zweifelsfrei, dass im Modell Milch über den gesamten Hydrolysezeitraum generell 
 Modell Käse kommt es zur Bildung von drei bis vier Hauptabbauprodukten mit 
hstücke registriert. Hydrolyseprodukte < 4,0 kDa traten im 
   Ausschnitt aus dem Gel (Abb. 3.4 – 8) nach Silberfärbung 
4 - 9 zwei weitere Banden mit scheinbaren Molm
 
M
7,2 kDa, die auch in dem mit Chymosin behandelten Substrat im Mod
w
 
3.4.5 Schlussfolgerungen aus den Untersuchungen der Gesamthydrolysate 
 
A
gruppen (Kap. 3.4.1) und der Trennung der Gesamthydrolysate mittels RP-HPLC
s
mehr Hydrolyseprodukte gebildet werden als im Modell Käse. Die geringsten Unter-
schiede zwischen den beiden Modellen bezüglich der Anzahl an Hydrolyseprodukten sind 
beim Chymosin zu verzeichnen. Suparen weist in beiden Modellen die stärkste, Chymosin 
die geringste proteolytische Wirkung gegenüber succ. para-κ-Casein auf. Im Modell Käse 
ist das Hydrolyseverhalten der drei Enzyme ähnlich. In diesem Modell liegt nach einer 
Hydrolysezeit von 15 Wochen bei allen Enzymen immer unverändertes succ. para-
κ-Casein vor. Im Modell Käse kommt es verstärkt zur Bildung von Aggregaten des succ. 
para-κ-Caseins. Im Modell Milch wird das succ. para-κ-Casein dagegen innerhalb von 15 
Wochen bis zur Detektionsgrenze der HPLC abgebaut. Hier ist auch die Aggregatbildung 
deutlich geringer. Überraschenderweise wurden bei den elektrophoretischen Unter-
suchungen sowie bei der GPC vergleichsweise wenig Hydrolyseprodukte gefunden, die 
Anzahl an Spaltprodukten in beiden Modellen war etwa gleich.  
 
Mittels SDS-PAGE und GPC wurden eine Reihe von Abbauprodukten durch scheinbare 
Molmassen charakterisiert.  
Im
Molmassen im Bereich von 11,0 - 8,0 kDa. Im Molmassenbereich von 8,0 - 4,0 kDa 
wurden ebenfalls drei Bruc
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Modell Käse nur bei Fromase und beim Suparen auf. Auch hier wurden nicht mehr als 
drei Bruchstücke beobachtet.  
Im Modell Milch ist die Anzahl an detektierten Abbauprodukten im Bereich von 
11,0 - 1,0 kDa nicht höher als im Modell Käse. Unter Berücksichtigung des Messfehlers 
der GPC kann man postulieren, dass para-κ-Casein durch die drei Gerinnungsenzyme 
Anzahl nicht mit 
lektrophoretischen Untersuchungen oder GPC bestätigt werden kann, lässt sich erklären. 
), kann erstellt werden. Zu Beginn der 
ydrolyse kommt es einerseits zum proteolytischen Abbau des succ. para-κ-Caseins, 
unter Bildung von Hauptabbauprodukten mit gleicher scheinbarer Molmasse hydrolysiert 
wird. Allerdings ist der Zeitpunkt der Entstehung einzelner Spaltprodukte von Enzym zu 
Enzym unterschiedlich. Die hochaufgelöste IEF stützt diese Theorie. 
 
Der Widerspruch, dass zum einen mehr Hydrolyseprodukte im Modell Milch entstehen 
müssen (TNBS-Methode, RP-HPLC) und dass diese größere 
e
Die Detektionsgrenze bei allen elektrophoretischen Verfahren ist durch die Art der 
Fixierung (Trichloressigsäure / Glutardialdehyd) und der Färbung (Coomassie-Färbung / 
Silberfärbung) eingeschränkt. Peptide < 3 kDa können in den wenigsten Fällen fixiert 
werden und entziehen sich damit der Detektion. Mittels RP-HPLC werden dagegen auch 
diese kleineren Peptide erfasst, und bei der TNBS-Methode zählen nur freie Amino-
gruppen unabhängig von der Gesamtgröße des aminhaltigen Moleküls. Diese 
Beobachtungen lassen nur den Schluss zu, dass im Verlauf der Hydrolyse viele kleine 
Peptide mit Molmassen < 3 kDa gebildet werden. 
 
Folgendes Modell der Hydrolyse von succ. para-κ-Casein, welches eher den Mechanismus 
des „Chaosabbaus“ unterstützt (vergl. Kap. 3.4.1
H
andererseits zur Aggregation desselben. Der Wassergehalt spielt für diese Aggregation die 
entscheidende Rolle, die Gerinnungsenzyme scheinen keinen Einfluss zu besitzen. Succ. 
para-κ-Casein wird rasch über wenige höhermolekulare Spaltprodukte (11 – 3 kDa) 
abgebaut, ob weitere Spaltprodukte dieser Größenordnung gebildet werden, lässt sich 
nicht zweifelsfrei herausfinden. Der Endpunkt der Hydrolyse ist erreicht, wenn nur noch 
niedermolekulare Peptide < 3 kDa vorliegen. Während diese Prozesse ablaufen, wird aus 
den Aggregaten wieder succ. para-κ-Casein freigesetzt, welches erneut von den Enzymen 
angegriffen wird. Ob die Enzyme aggregiertes succ. para-κ-Casein abbauen, kann nicht 
geklärt werden. Allerdings scheint ein solcher Prozess eher unwahrscheinlich. Ein 
wichtiger Beweis für diese These ist die Detektion kleinerer Bruchstücke. Aus diesem 
Grund wurden Untersuchungen unter Einsatz von definiert separierten Proben 
vorgenommen, um speziell die Hydrolyseprodukte mit Molmassen < 3 kDa zu 
untersuchen. 
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3.5. Verfolgung des Hydrolyseverlaufs der separierten Proben 
 
Infolge der Verschiebung des pI durch Succinylierung erfolgte die Entfernung höher-
regate mit Hilfe von 
olmassenfiltern der Ausschlussgrenze von 3 kDa. Moleküle mit Molmassen von 
ie Trennung der separierten Proben über RP-HPLC erfolgte analog der Trennung der 
th ltenen Peaks sind unter 
ngabe der Retentionszeit und der Flächen im experimentellen Teil (Tab. 4.7 - 5) 
uzieren. Dies wurde auch schon bei der Trennung der 
esamthydrolysate beobachtet. Die Chromatogramme (Abb. 3.5 – 1) unterscheiden sich 
 in 
er 15. Woche sind bei einer Retentionszeit von ca. 30 min Signale höherer Intensität 
 
molekularer Caseinkomponenten wie succ. para-κ-Casein und Agg
M
5,0 - 10,0 kDa werden nach Filtration durch das 3 kDa-Filter zu 85 % zurückgehalten. 
Vitamin B12 (1,4 kDa) passiert das Filter zu 90 % (Angaben der Fa. Schleicher & 
Schuell). Die Gesamtheit der Hydrolyseprodukte, die die Poren des Molmassenfilters 
durchdringen können, wird im folgenden als 3 kDa-Permeat bezeichnet. 
 
3.5.1 Untersuchung der 3 kDa-Permeate mittels RP-HPLC 
 
D
Gesam ydrolysate (siehe Kap. 3.4.2 und Kap. 4.7.2). Die so erha
A
zusammengestellt. Die Ordinate der Chromatogramme (Abb. 3.5 – 1) ist einheitlich, so 
dass die Peakmuster alle miteinander und auch mit den Chromatogrammen der Gesamt-
hydrolysate (siehe Kap. 3.4.2) verglichen werden können. Dargestellt werden hier 
ebenfalls nur die Signale, die Retentionszeiten größer 6 min aufweisen, da das bei 5,5 min 
auftretende intensitätsstarke Signal des eingesetzten Bakterizids MIT die Auswertung des 
eigentlichen Trennbildes stört. 
 
Aus Abb. 3.5 - 1 geht hervor, dass die drei Gerinnungsenzyme im Modell Käse einen sehr 
ähnlichen Hydrolyseverlauf ind
G
kaum und zeigen wenig oder nur intensitätsschwache Signale, d. h. die drei Enzyme 
hydrolysieren succ. para-κ-Casein nur in geringem Ausmaß zu Bruchstücken < 3 kDa.  
 
Im Modell Milch kommt die unterschiedliche Hydrolyseaktivität der Enzyme dagegen 
voll zum Ausdruck. Beim Chymosin treten kaum Hydrolyseprodukte < 3 kDa auf. Erst
d
aufzufinden. Die Peakmuster beider Modelle sind im Fall von Chymosin ähnlich. Fromase 
und Suparen zeigen dagegen im Modell Milch von der 2. bis zur 15. Woche ausgeprägtere 
Peakmuster im Vergleich zum Chymosin. Beide Enzyme spalten das succ. para-κ-Casein 
unter Bildung einer Vielzahl von Produkten < 3 kDa, gemessen an den vielen Signalen im 
Bereich von 6 - 27 min. Ab der 8. Woche ist bei Fromase und Suparen eine Zunahme 
später eluierender und damit hydrophoberer Hydrolyseprodukte zu beobachten.  
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Retentionszeit in min 
































Retentionszeit in min 





A    2. Woche B      5. Woche 
C    8. Woche D    15. Woche 
Abb. 3.5 – 1:   RP-HPLC-Chromatogramme der 3 kDa-Permeate 
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Generell bleibt unberücksichtigt, inwieweit mit dem verwendeten System eine aus-
reichende Trennung aller Peptide erfolgt ist. Alle Proben wurden mit einem 
Acetonitril / Phosphatpuffer-Gradienten eluiert, wobei die ungenügende Trennung durch 
Veränderungen des Gradientenprogrammes nicht ausreichend verbessert werden konnte. 
Es ist nahezu auszuschließen, dass sich aus den entstehenden Peptidbruchstücken 
Aggregate bilden, die zu Verschiebungen bzw. Veränderungen im chromatographischen 
Trennbild und damit zu Interpretationsfehlern führen. Ob die Selektivität der eingesetzten 
3 kDa-Filter (Fa. Schleicher & Schuell) ausreicht, um komplexe Proteingemische definiert 
zu separieren, ist fraglich. Dass die Abtrennung der höhermolekularen Casein-
komponenten erfolgreich war, zeigen die Chromatogramme in Abb. 3.5 – 1 im Vergleich 
zu den Chromatogrammen der Gesamthydrolysate (siehe Kap. 3.4.2). Da Schleicher & 
Schuell aus nicht bekannten Gründen die Produktion der 3 kDa-Filter eingestellt hat, 
mussten für die folgenden Untersuchungen mit der ESI-Massenspektrometrie (ESI-MS) 
isherige Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Vielzahl an Spalt-
eshalb 
urden die niedermolekularen Fraktionen zur Messung eingesetzt. Über ein Filter der 
P
4 kDa-Filter der Fa. Intersept verwendet werden. 
 
3.5.2 Untersuchung der separierten Proben über ESI-Massenspektrometrie 
 
Ziel der massenspektrometrischen Bestimmung war die Identifizierung und nähere 
Charakterisierung der durch Wirkung von Chymosin, Fromase und Suparen auf para-
κ-Casein entstandenen Spaltprodukte beider Modelle. Reid et al. (1997) sowie Alli et al. 
(1998) setzten die ESI-MS erfolgreich zur Identifizierung von Hydrolyseprodukten des 
(para-)κ-Caseins ein. Reid et al. (1997) untersuchten allerdings nur κ-Casein-Lösungen 
(pH-Bereich von 2,6 - 6,6) und wählten im Vergleich zu den Langzeitversuchen der 
vorliegenden Arbeit nur sehr kurze Hydrolysezeiten von 2 min und 3 h bei einer 
Hydrolysetemperatur von 37 °C. Alli et al. (1998) identifizierten insgesamt fünf Abbau-
produkte des (para-)κ-Caseins im Cheddar-Käse bzw. Cheddar-Käse-Aroma. Nur drei von 
diesen Peptiden stammen aus dem N-terminalen Segment des κ-Caseins. 
 
B
produkten, speziell im Modell Milch, mit Molmassen < 4 kDa zu erwarten sind. D
w
Ausschlussgrenze von 10 kDa (Fa. Intersept) wurden zunächst Reste des succ. para-
κ-Caseins, höhermolekulare Hydrolyseprodukte und Aggregate abgetrennt. Das 10 kDa -
ermeat wurde dann weiter separiert über ein Filter der Ausschlussgrenze von 4 kDa 
(siehe Kap. 4.8.1). Das 10 kDa-Permeat (Peptide ≤ 10 kDa) sowie das 4 kDa-Permeat 
(Peptide ≤ 4 kDa) wurden vermessen.  
 
Die Kopplung von LC und MS stellt eine Möglichkeit dar, komplexe Proteingemische zu 
trennen, verlangt aber spezielle für die ESI-MS geeignete HPLC-Eluenten. Der für die 
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RP – HPLC eingesetzte Kaliumphosphatpuffer konnte für die Trennung nicht eingesetzt 
werden. Die hoch empfindliche ESI-Ionenquelle reagiert auf viele Lösungsmittel und 
uffergemische mit Memoryeffekten und Signalunterdrückung. Mit einsetzbaren 
kDa-Permeats Fromase (Modell Käse) zum 






Lösungsmitteln wie Ammoniumacetatpuffer oder bidest. Wasser mit einem Zusatz von 
1 % Eisessig in Kombination mit Acetonitril wurde nur eine mäßige Trennung erreicht. 
Daran änderten auch Optimierungsversuche wie z. B. Änderung des Gradienten-
programms, der Temperatur oder der Einsatz einer anderen Säule sehr wenig. Darüber 
hinaus musste die Empfindlichkeit des Massenspektrometers dem Trennproblem 
angepasst werden. Die detektierbaren Massenpeaks waren oft < 50  counts und lagen 
damit nicht in dem vom Hersteller empfohlenen Auswertebereich. Abb. 3.5 – 2 zeigt zum 
einen das RP-HPLC-Chromatogramm des 4 
Z
anderen ist ein stark vergrößerter Ausschnitt aus dem Massenspektrum abgebildet, 
welches zum Peak 2 gehört und ein Bruchstück mit den zugehörigen Isotopen zeigt. Die 
drei im RP-HPLC-Chromatogramm gekennzeichneten Peaks, besonders Peak 3, 
beinhalten eine Vielzahl von Bruchstücken, die Masse / Ladungs-Zahlen (m / z-Zahlen) 










































A b. 3.5 – 2:   RP-HPLC-Chromatogramm und Ausschnitt aus 
zugehörigen Massenspektrum des 4 kDa-Perme
5. Woche 
grund der Ergebnisse der LC-MS, wurden die Proben o
nnung in das MS injiziert. Zur Kontrolle wurde ein Standar






1514 m / z 
dem zu Peak 2  
ats Fromase, Modell Käse, 
hne vorherige RP-HPLC-
d-Testgemisch (siehe Kap. 
reinander vermessen. Das 
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eingesetzte Standardtestgemisch (INTERIM Mariner Standard Kit) enthält die Substanzen 
radykinin (Molmasse 1060,20 Da), Angiotensin (Molmasse 1296,50 Da) und Neuro-
nsin (Molmasse 1672,89 Da). Die mittels ESI-MS ermittelten Massen betrugen 
060,25 Da für Bradykinin, 1296,30 Da für Angiotensin und 1672,49 Da für Neurotensin. 
ie Erzeugung mehrfach geladener Ionen wurde bei der Auswertung berücksichtigt. Die 
 Rahmen der Arbeit dargestellten Massenspektren sind softwaremäßig auf einfach 
eladene Ionen umgerechnet. 
auch nach 
direkter Verme







Eine Vielzahl von Massenpeaks, die mit LC-MS detektiert wurden, werden 
ssung mit ESI-MS wiedergefunden. Ein Beispiel ist der Peak mit der m / z-
0

















m / z 
Abb. 3.5 – 3:   Ausschnitt aus dem Massenspektrum des 10 kDa-Permeats, Fromase, 
Modell Käse, 5. Woche  
 
Dieses Signal tritt wie andere Signale auch in vielen Massenspektren der direkt injizierten 
Proben auf, allerdings mit einer etwas verschobenen m / z-Zahl von 511,38 bzw. 511,39 
(siehe Abb. 3.5 – 3 und Abb. 3.5 - 4). Es handelt sich dabei vermutlich um das 
Spaltprodukt des para-κ-Caseins Pro 47 - Ile 51 (PVALI). Die Zuordnung erfolgte durch 
Vergleich der gemessenen m / z-Zahlen mit denen aller theoretisch möglichen Bruch-
stücke.  
Es wurden nur Signale mit einer Intensität > 50 %, bezogen auf den jeweiligen Basispeak, 
ausgewertet und Abweichungen der m / z-Zahlen von ± 0,5 berücksichtigt. Zur 
Berechnung der Peptidmassen wurden die isotopenfreien Massen der jeweiligen Amino-
säure herangezogen, für jede gebildete Peptidbindung ein Wassermolekül subtrahiert und 
die Massenveränderung durch die Succinylierung mit berechnet.  
Ergebnisse und Diskussion 67 
Abb. 3.5 – 4:   Ausschnitt aus dem Massenspektrum des 10 kDa-Permeats, Chymosin, 
Modell Käse, 5. Woche  
Die Filter mit der Ausschlussgrenze von 4 kDa der Fa. Intersept erwiesen sich zur 
Separierung von komplexen Peptidgemischen als ungeeignet. Im Überstand dieser Filter 
wurden trotz mehrerer Waschschritte alle auch im 4 kDa-Permeat auftretenden Signale mit 
deutlich höherer Intensität detektiert. Daher zeigt Abb. 3.5 – 2 im Massenspektrum auch 
nur Signale mit sehr geringen counts. Die 10 kDa-Filter lassen vermutlich nur 
Bruchstücke mit Massen deutlich kleiner 10 kDa passieren. Bruchstücke, die aus der 
SDS-PAGE bzw. GPC bekannt sind, wurden nicht oder nur in extrem geringen 
Konzentrationen gefunden. Da das Hauptinteresse allerdings in der Identifizierung 
kleinerer Bruchstücke (< 4 kDa) liegt, wurden die folgenden Untersuchungen mit den 
10 kDa-Permeaten durchgeführt.  
Im experimentellen Teil, Kap. 4.8.2, sind die gefundenen Bruchstücke mit gemessener 
 
den Abb. 3.5 –  – 6 (Modell Milch) wurde das „Spaltmuster“ 
raphisch dargestellt. Dazu wurde die Sequenz des para-κ-Caseins mit Hilfe eines 
und theoretisch möglicher Masse sowie zugeordnetem Sequenzabschnitt aufgeführt und in 
 5 (Modell Käse) und 3.5
g
Zahlenstrahls abgebildet und die Aminosäuren in Form des Ein-Buchstabensymbols 
entsprechend kenntlich gemacht. Unabhängig von der Hydrolysezeit wurden alle 
identifizierten Bruchstücke über dem Sequenzstrang abgebildet.  
Die meisten Signale treten über den gesamten Hydrolysezeitraum beim Suparen im 
Modell Käse auf. Suparen stellt nach bisherigen Ergebnissen (siehe z. B. Kap. 3.4.1) im 
Vergleich zu Chymosin und Fromase das Enzym mit der höchsten proteolytischen 
Aktivität dar. Die proteolytische Wirkung von Suparen im Modell Milch ist dabei stärker 
als im Käse. 
0
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Berücksichtigt man auch die Signale mit einer Intensität < 50 %, so ergibt sich 
übereinstimmend mit anderen Untersuchungen (z. B. RP-HPLC oder TNBS-Methode) 
auch für das Modell Milch eine weitaus größere Anzahl an Massenpeaks als für das 
Modell Käse. Den Massenpeaks mit Intensitäten < 50 % können überwiegend Massen 
zwischen 200 und 300 Da zugeordnet werden. Das Auftreten freier Aminosäuren wurde 
nicht beobachtet. 
 
Im folgenden werden nur die Signale mit einer Intensität > 50 %, bezogen auf den 
jeweiligen Basispeak, berücksichtigt. In beiden Modellen werden, unabhängig vom 
Enzym, überwiegend Peptide mit Molmassen im Bereich von 400 - 1400 Da aus dem 
succ. para-κ-Casein freigesetzt. Peptide mit vier, fünf und sechs Aminosäuren sowie 
Dekapeptide dominieren im Modell Käse, Peptide vor allem mit zehn Aminosäuren sowie 
Hexapeptide überwiegen im Modell Milch. 
Einen Überblick über die gebildeten Bruchstücke in Abhängigkeit von der Hydrolysezeit 
gibt die Tab. 4.8.3 im experimentellen Teil. Auffällig ist, dass über den Hydrolyseverlauf 
keine generelle Zunahme der Zahl an Spaltprodukten beobachtet wird. Bei den einzelnen 
Enzymen ist der Verlauf unterschiedlich, z. B. kann bei Chymosin im Modell Milch in der 
5. Woche die größte Zahl an Spaltprodukten beobachtet werden, beim Suparen (Modell 
Käse) dagegen findet man in der 2. Woche ein Maximum an Spaltprodukten. Vergleicht 
man die beiden Modelle miteinander, so zeigt sich, dass beim Chymosin und Fromase die 
Unterschiede bezüglich der Anzahl an Bruchstücken in beiden Modellen nicht sehr groß 
sind. Bei Fromase sind geringfügig mehr Hydrolyseprodukte im Modell Käse als im 
Modell Milch zu beobachten. Peptide mit Molmassen < 400 Da treten in messbaren 
Konzentrationen beim Chymosin im Modell Milch erst gegen Ende der Hydrolysezeit von 
15 Wochen auf. Im Modell Käse sind selbst nach 15 Wochen nur Peptide mit Molmassen 
> 600 Da zu beobachten. Bei Fromase ist in beiden Modellen nach 15 Wochen nur jeweils 
ein Dipeptid in messbaren Mengen vorhanden. Beim Suparen ist die Anzahl an Di- oder 
Tripeptiden nicht wesentlich höher als bei Chymosin oder Fromase, im Modell Käse 
werden solche Bruchstücke allerdings schon zu Beginn der Hydrolyse gebildet. Allgemein 
werden keine freien Aminosäuren gefunden. 
 
Betrachtet man die Abb. 3.5 – 5 und 3.5 – 6 genauer, so kann man bevorzugte Regionen 
des para-κ-Caseins erkennen, an denen das Protein durch die Enzyme gespalten wird. Im 
Modell Käse spielen dabei die Aminosäuren um die Positionen Pro 8, Phe 17 bis Phe 18, 
um Gln 44, um Asn 53, um Pro 64, um Ile 73, um Pro 84 und um die Positionen Met 95 
bis His 98 für die Hydrolyse eine besondere Rolle. Viele Spaltprodukte besitzen N- und 
C-terminale Aminosäuren aus diesen erwähnten Bereichen. Auffällig ist besonders bei 
Fromase, Modell Käse, die Bevorzugung der Spaltstellen Phe 17 - Phe 18, Asn 52 –
Asn 53, um Val 67 und zwischen den Positionen Pro 84 und Cys 88. Chymosin und 
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Suparen zeigen keine so extrem ausgeprägte Bevorzugung von nur vier Spaltregionen, 
diese Enzyme hydrolysieren an allen oben erwähnten Positionen. Suparen ist hydrolytisch 
wesentlich aktiver und bildet, verglichen mit Chymosin und Fromase, mehr als das 
Dreifache an Spaltprodukten. Im Modell Milch spielen bei der Hydrolyse die gleichen 
Positionen wie im Modell Käse eine Rolle. Modellübergreifend zeigt sich, dass die im 
Modell Milch bei den einzelnen Enzymen gefundenen Spaltprodukte denen im Käse 
hnlich sind, jedoch häufig um einige Aminosäuren verkürzt vorliegen.  
t. Die Ermittlung der exakten Identität der 
s 46 gespalten. Grund kann eine Konfor-
ationsänderung infolge der Succinylierung sein. 
ä
Auffallend ist, dass im Bereich der zwei Cysteinreste (Cys 11 und Cys 88) sowie 
besonders rund um den Sequenzabschnitt Tyr 35 – Arg 68 des para-κ-Casein-Moleküls 
eine Vielzahl unterschiedlicher Hydrolyseprodukte mit sich überschneidenden Sequenzen 
entstehen, die auf sekundäre Spaltstellen hinweisen. Auch Reid et al. (1997) berichten 
über sekundäre Spaltstellen im Bereich der hydrophoben Reste, wobei das Ausmaß der 
Spaltung mit sinkendem pH-Wert zunimm
Peptide war den Autoren aber noch nicht möglich. Die Reste Tyr 35 – Arg 68 
repräsentieren nach Farrell et al. (1993) einen außergewöhnlich hydrophoben Bereich mit 
beinahe keiner Ladung, sieben von neun Tyrosinresten befinden sich in dieser Region. Es 
handelt sich um einen Abschnitt im Molekül, der β-Faltblatt-Struktur aufweist und ideal 
für Blatt-Blatt-Wechselwirkungen mit anderen (para-)κ-Casein-Molekülen oder mit 
hydrophoben Domänen von αs- und β-Caseinen ist.  
 
In der Tab. 3.5 – 1 sind einige in beiden Modellen auftretende Spaltprodukte nochmals 
explizit dargestellt. Einige von ihnen werden durch Literaturdaten bestätigt. In dieser 
Tabelle wurden unter den Literaturdaten alle Bruchstücke berücksichtigt, die genau die 
gleiche Sequenz aufweisen oder bei denen zumindest die C- oder N-terminale Aminosäure 
übereinstimmt. Die Bruchstücke 8 – 17 (PIRCEKDERF), 11 – 20 (CEKDERFFSD), 
64 - 73 (PAAVRSPAQI) und 88 – 100 (CQAQPTTMARHPH) werden sehr oft 
beobachtet.  
Differenzen im Spaltmuster aufgrund der Succinylierung sind denkbar. So findet man z.B 
die zwei in der Tabelle aufgeführten Spaltprodukte Lys 46 – Asn 52 und Pro 47 – Asn 52. 
Hier wurde vermutlich unspezifisch um Ly
m
Sieht man sich die in der Literatur ermittelten Massen einiger Bruchstücke der Hydrolyse 
von αs- oder β-Casein an, so fallen Übereinstimmungen mit detektierten Massen von hier 
untersuchten Bruchstücken auf. So beschrieben Gagnaire et al. (2001) im Emmentaler 
Käse (Milchgerinnungsenzym Suparen) nach 50 Tagen Reifung mehr als 100 Bruchstücke 
unter Einsatz von LC-ESI-MS. Nur ein Bruchstück soll vom κ-Casein stammen. Es ist 
denkbar - und wird von den hier vorliegenden Untersuchungen gestützt - dass deutlich 
mehr literaturbeschriebene Bruchstücke statt von αs- oder β-Casein vom para-κ-Casein 
stammen. Bisherige Untersuchungen von Käse ergaben, dass para-κ-Casein nicht oder nur 
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wenig hydrolysiert wird und dass im Fall der Hydrolyse der Anteil an Hydrolyseprodukten 
sehr gering ist (Fox et al., 1996; Addeo et al., 1994; Addeo et al., 1992; Green et al., 
1974). 
 
Tab. 3.5 – 1:   Übersicht über einige oft auftretende Spaltprodukte 
theoretisch 






zugehöriger Sequenzabschnitt Käse Milch 
 Ch Fr Su Ch Fr Su Sequenz Literatur 
8 - 17 PIRCEKDERF x x - - x x 12 - 17 Reid et al. 
(1997) 
11 - 20 CEKDERFFSD x - - x x - 11 - 28 Haufe 
(1999) 
18 - 30 















18 – 30 
18 - 32 
Reid et al. 
(1997) 
          
36 - 40 PSYGL - x x - - - - - 
37 - 42 SYGLNY - - - x - x - - 
44 - 52 (QQKPVALIN) - - x - - - 44 - 51 Alli et al. 
(1998 
46 - 52 KPVALIN - x - - - - 46 - 52 Alli et al. 
(1998) 
47 - 51 PVALI x x - - x - - - 
47 - 52 PVALIN x - x - x - - - 
62 - 67 AKPAAV x x x - - x - - 
63 - 73 KPAAVRSPAQI - - x - - - - - 
64 - 73 PAAVRSPAQI x x - x x x - - 
75 - 78 QWQV x - x x x - - - 
82 - 95 TVPAKSCQAQPTTM x - - x x - 82 - 105 Reid et al. 
(1997) 
88 - 97 









x x - Spalt- Reid et al. 
x x x stelle (1997) 
        87 - 88  
          
96 - 101 















96 - 105 Reid et al. 
(1997) 
96 - 104 ARHPHPHLS - - - - - x   
 
Haufe (1999) untersuchte die Wirkung einer großen Anzahl von Milch-
gerinnungsenzymen, darunter auch Chymosin, Fromase und Suparen, auf κ-Casein bei 
pH-Werten von 5,5 und 6,5 über einen Zeitraum von 24 Stunden. Für seine 
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Untersuchungen setzte er wässrige κ-Casein-Lösungen ein. Die summarische qualitative 
Erfassung der terminalen Aminosäuren Arg, Phe, Trp, Tyr bzw. His der gebildeten 
Peptide in der NCN-Fraktion ergab zweifelsfrei den Abbau des para-κ-Caseins, da diese 
minosäuren in der Sequenz des GMP nicht vorkommen. Nach einer Hydrolysezeit von 
zu alle in der Sequenz 
des para-κ-C lichen N- un n  na e 
weni  dem drol  von 24 Stunden noch 
nic nter Ei on Chym in Prolin in N-terminaler 
Stellung. Pro tritt doch bei den in T 3
als N-terminale A
 
3.5 hluss en U ers hu en r ar te n 
 
Die definierte Separierung der Hydrolyseproben he t e  n t 
sein. Die Untersuchungsergebnisse sprechen da r, s o d -Fi  
Schleicher & Schuell) als auch die 4 kD
Proteingemische, die durch Hydrolyse von succ. para- as  e lten w rden, nac der 
Ausschlussgröße zu separieren. Auch die 10 kDa-Filter (Fa. Intersept) ergaben keine 
Trennung bei 10 kDa, sondern eher bei 3 kDa bis 4 kDa. Dieser günstige Zufall wurde 
ausgenutzt, um eine halbwegs zuverlässig Se ier g Pr en u
< 4 kDa zu erreichen. 
W tet, konnte  RP-HPL  im odell Milch am Ende der Hydrolyse eine 
Vi n Spaltp  3 kDa nachgewiesen werden. Dabei wurden bei Fromase 
un n sehr v ptide d kti  al eim Ch osin. Im Modell Käse sind 
nu , in tens tss a  S nal ei llen d i Enzym  zu 
finden. Ein echter Vergleich der Enzyme untereinander f  d er sc er. Allge ein 
gültig ist die Aussage, dass Hydrolyseprodukte ≤ 
werden. Über die absolute Anzahl kann jedoch keine Angabe gem h
Auch mit der hoch empfindlichen ESI-MS waren in den 3 bzw. 4 kDa-Permeaten nur 
geringe Mengen an Peptiden zu finden. E  d h rw un  de Da
ge d ep de  erfassen und zu charakterisieren. Unter 
Einbeziehung aller Signale bestätigt sich die Beobachtung, dass im Modell Milch mehr 
ni ulare P im Mod  K e z fin n s . i 
intensitätsstärkeren Signale werden in beiden Modellen überwiegend Bruchstücke im 
Bereich von 400 tiert. I  Modell Milch, speziell beim Suparen, sind auch 
eutlich kleinere Peptide zu erkennen. Freie Aminosäuren traten erwartungsgemäß nicht 
A
24 Stunden konnte Haufe bei Chymosin, Fromase und Suparen nahe







ge Aminosäuren waren nach
ht detektierbar. So fand Haufe u
je ab. .5 – 1 angegebenen Bruchstücken sehr häufig 
minosäure auf. 
.3 Sc folgerungen zu d nt uc ng  de sep ier n Probe
 sc in ine ich triviale Aufgabe zu 
lter (Fa.fü das sow hl ie 3 kDa
a-Filter (Fa. Intersept) nicht geeignet sind, 
κ-C ein rha u h 
e par un in ob  mit Br chstücken 
ie erwar n mittels C  M
elzahl vo rodukten ≤
d Supare iel mehr Pe ete ert s b  ym
r wenige der Regel sehr in itä chw che ig e b  a re en
ällt ah hw m
3 kDa nur in geringen Mengen gefunden 
ac t werden.  
rst urc Ve end g r 10 k -Permeate 
lang es, ie niedermolekularen P ti zu
edermolek eptide als ell äs u de ind Be der Auswertung der 
- 1400 Da detek m
d
auf. Es gelang, den intensitätsstarken Signalen Peptide mit bestimmten aus dem para-
κ-Casein stammenden Aminosäuresequenzen zuzuordnen. Aufgrund der überein-
stimmenden C- und / oder N-termini wurden wichtige Spaltstellen identifiziert und teil-
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weise durch Literaturangaben bestätigt. Genau wie bei Reid et al. (1997) wird das 
Auftreten sekundärer Spaltstellen beobachtet, vor allem in den Regionen um die beiden 
Cysteinreste (Cys 11 und Cys 88) sowie in der hydrophoben Region Tyr 35 – Arg 68. 
Obwohl die direkte Sequenz von bioaktiven Peptiden (siehe Kap. 2.4.3) nicht als solche 
detektiert wurde, können diese aus gefundenen Peptiden wie z. B. Arg 34 - Gln 44 
(Suparen, Modell Milch) oder Tyr 58 – Val 67 (Fromase, Modell Käse) durch Abspaltung 
einiger Aminosäuren entstehen. 
 
3.6 Vom Modell zum Käse 
 
Im Gegensatz zur simulierten Proteolyse (Modell) stellt die Käsereifung einen höchst 
äse sind 
icht nur, wie in den Modellen, die Gerinnungsenzyme (Chymosin, Fromase oder 
ßig durch 
komplizierten biochemischen Prozess dar. An den enzymatischen Abläufen im K
n
Suparen), sondern auch originäre Milchenzyme wie Plasmin sowie die Stoffwechsel-
tätigkeit der Mikroorganismen und die dabei wirkenden mikrobiellen Enzyme beteiligt.  
Die verschiedenen Arten von Käsereikulturen bestimmen in Verbindung mit der 
Technologie die Käseart und –qualität. Während Propionsäure-, Edelschimmelpilz- und 
Schmierekulturen nur gezielt für bestimmte Käsesorten eingesetzt werden, ist der Zusatz 
von Säuerungskulturen für alle Käse in den verschiedensten Varianten unerlässlich. Bei 
allen Käsearten leitet eine mehr oder weniger ausgeprägte Milchsäuregärung den Her-
stellungsprozess ein.  
Die Proteolyse allerdings schreitet nur in dem Maße voran, wie der Käse wieder entsäuert 
wird. Der Säureabbau beginnt im Salzbad durch Hefen und / oder Schimmelpilze auf der 
Oberfläche des Käses und wird während der Reifung fortgesetzt. Für Hart- und 
Schnittkäse sind nach dem Salzbad pH-Werte von wenig über 5,0 erforderlich, da pH-
Werte < 5,0 zu einem bröckligen, wenig elastischen Teig führen. Je nach Säuregehalt der 
jeweiligen Käsesorte verläuft die Reifung sehr unterschiedlich. Hartkäse und feste 
Schnittkäse reifen infolge kontinuierlicher Wasserabgabe beim Salzen gleichmä
die ganze Masse, Weichkäse reifen dagegen von außen nach innen, da sie im Inneren 
wasser- und säurereicher sind (Weber, 1996). 
Durch proteolytische Wirkung der Milchgerinnungsenzyme im Käse kommt es zur 
Anhäufung von Abbauprodukten (Peptide) mit größeren Molmassen und zur Freisetzung 
unbedeutender Mengen an Aminosäuren. Die Bildung kleinerer Peptide und freier Amino-
säuren resultiert aus der Wirkung bakterieller Proteinasen und Peptidasen.  
 
Zum κ-Caseinabbau in verschiedenen Käsesorten ist nur wenig aussagekräftige Literatur 
zu finden. Gagnaire et al. (2001) fanden im Emmentaler-Käse in der wasserunlöslichen 
Fraktion bei pH 4,6 nach vier Reifungstagen ein Spaltprodukt, welches als para-κ-Casein 
(PyroGlu 1 – Ser 104) mit einer Molmasse von 12,1 kDa identifiziert wurde. Der Käse 
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wurde mit Suparen als Gerinnungsenzym hergestellt. Am Ende der Reifung nach 50 
Tagen lag keines der Caseine vollständig hydrolysiert vor. αs1-Casein wurde zu 55 %, β-
Casein zu 32 %, αs2-Casein zu 27 % und para-κ-Casein zu 24 % abgebaut. Insgesamt war 
es möglich, nach 50 Reifungstagen im abgepressten Käse-Saft, die Molmassen von mehr 
als 100 Bruchstücken über LC-MS zu detektieren. Allerdings konnten nur neun Peptide 
dem αs2-Casein und nur ein Peptid dem para-κ-Casein (Asp 20 - Lys 24) zugeordnet 
werden. Der Anteil von αs2-Casein und para-κ-Casein am Gesamtcasein ist im Vergleich 
um Anteil von αs1- und β-Casein gering. Allein dieser Umstand macht es schwer, 
r ine zu detektieren. 
lli et al. (1998) untersuchten Extrakte von entfettetem, mildem, mittelscharfem und 
n 
9) verglichen eine Vielfalt unterschiedlicher Käse. Unterschiede in 
here Plasminaktivität im Vergleich zum 
dlich gestaltet. 
as zeigt auch die gelelektrophoretische Untersuchung kommerziell erhältlicher 
z
Hyd olyseprodukte dieser Case
A
scharfem Cheddar-Käse sowie kommerziell erhältliches Cheddar-Käesearoma. Neben 13 
Peptiden des αs1-Caseins und sieben des β-Caseins, konnten mittels LC-MS fünf Peptide 
des κ-Caseins identifiziert werden. Drei der fünf Peptide stammen aus dem N-terminalen 
Abschnitt des κ-Caseins. Es handelt sich um die Peptide Gln 44 - Ile 51 (QQKPVALI) mit 
einer Molmasse von 897 Da und Lys 46 - Asn 52 (KPVALIN) mit einer Molmasse vo
755 Da. Sie werden im scharfen, mittelscharfen und milden Cheddar gefunden. Das Peptid 
Ile 51 - Tyr 60 (INNQFLPYPY) mit einer Molmasse von 1269 Da kam nur im Käsearoma 
vor. Die beiden anderen Peptide stammen aus dem C-terminalen Teil des Moleküls. Von 
den neun möglichen Spaltstellen zeigen acht die X-Z-, Z-X- oder X-B-Konfiguration, 
wobei Z Gln oder Glu darstellt, X ein beliebiger Rest ist und B Asn oder Asp verkörpert. 
McGoldrick et al. (199
der Proteolyse ergaben sich besonders bei den Sorten Emmentaler und Parmesan im 
Vergleich zu anderen Käsesorten wie Cheddar, Gouda u. a. Bei den beiden erstgenannten 
Sorten führt die hohe Prozess- bzw. Brenntemperatur (ca. 54 °C) zur starken oder voll-
ständigen Denaturierung des Milchgerinnungsenzyms. Im Vergleich dazu werden die 
Sorten Cheddar und Gouda bei weit niedrigeren Temperaturen von 39 °C bzw. 36 °C 
gebrannt. In den stark gebrannten Sorten wurden hohe Konzentrationen an γ-Caseinen und 
eine limitierte Hydrolyse des αs1-Caseins festgestellt, erklärbar durch die erhöhte 
Plasminaktivität und der damit verbundenen verstärkten Hydrolyse des β-Caseins. Im 
Emmentaler-Käse liegt eine ca. 2,5mal hö
Cheddar-Käse vor.  
 
Einige Autoren wie McGoldrick et al. (1999) oder Marcos et al. (1979) berichten, dass 
sich der Abbau des αs1- und β-Caseins je nach Käsesorte recht unterschie
D
Käsesorten im Rahmen der Arbeit. Verschiedene Käse in verzehrsfertiger Qualität wurden 
mittels Harnstoff-PAGE getrennt. In Vorbereitung der Trennung wurden die Käseproben 
in 5 M Harnstoff gelöst und der gelöste Teil zur Elektrophorese eingesetzt. Die absolute 
Auftragsmenge der Proben betrug 15 µg. Fixiert wurden die Gele mit Trichloressigsäure, 
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gefärbt mit Coomassie-Brilliantblau. Aus dem erhaltenen Elektropherogramm (Abb. 
3.6 - 1) geht hervor, dass z. B. in Sauermilchkäse bevorzugt β-Casein abgebaut wird, in 
anderen Käsesorten wie Brie oder Bergkäse das αs1-Casein bevorzugt angegriffen wird. 
αs1-I-Casein stellt ein Hauptabbauprodukt des αs1-Caseins, β-I-Casein ein Haupt-
abbauprodukt des β-Caseins dar.  
 
  1  Yoghurt 
  2  Frischkäse 
  3  Sauermilchkäse 
 1    2      3     4     5    6      7     8     9    10    11   12   13   14 
  4  Romadur 
  5  Camembert 
  6  Limburger 
  7  Feta-Käse 
  8  Roquefort 
  9  Brie 
10  Bergkäse 
11  Tilsiter 
12  Emmentaler 
13  Parmesan 






Abb. 3.6 – 1:   Elektropherogramm (Harnstoff-PAGE) kommerziell erhältliche
Käsesorten in verzehrsfertiger Qualität 
 
Die Banden wurden den einzelnen Caseinen und deren Abbauprodukten mit H
Arbeiten bzw. verfügbarer Literaturstellen (McGoldrick et al., 1999; Trujillo 
zugeordnet. Für para-κ-Casein oder für Abbauprodukte des para-κ-Caseins w
typischen Banden gefunden. Einige Autoren wie z. B. Kim et al. (1968) gehen
dass das durch Chymosineinwirkung auf κ-Casein entstandene para-κ-Cas
Trennung mittels Harnstoff-PAGE infolge der positiven Ladung kathodisc
deshalb in den meis
γ-Caseine 
 
ten Richtung Anode verlaufenden Trennsystemen nicht z
rujillo et al. (1997) ordnen para-κ-Casein eine Bande nahe der ProbenauftrT
Nach der Trennung von κ-Casein, para-κ-Casein und succ. para-κ-Cas
Harnstoff-PAGE konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine 
kathodischer Laufrichtung festgestellt werden (siehe Abb. 3.6 – 2). Die Pro
nicht mit DTT reduziert, aber in 5 M Harnstoff gelöst. Beim para-κ-Casein (Ba
beim κ-Casein (Bahn 2) verbleibt die Probe an der Auftragsstelle. 
para-κ-Casein (Bahn 3) ist eine Bande mit elektrophoretischer Mobilität 
Anode zu erkennen. Leider ist die Trennung nicht optimal. Durch Optimierun+r 
ilfe eigener 
et al., 1997) 
urden keine 
 davon aus, 
ein bei der 
h läuft und 





hn 1) sowie 
Beim succ. 
in Richtung 
g der eigens 
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für das Trennproblem etablierten horizontalen Elektrophoresetechnik könnte die Auf-




















Abb. 3.6 – 2:   Harnstoff-PAGE (horizontale Technik) zur Ermittlung der Laufrichtung  
u des succ. para-κ-Caseins gelelektrophoretisch zu verfolgen, wurden 
roben sowie Sauermilchkäseproben durch Harnstoff-PAGE getrennt und die 
 mit Coomassie-Brilliantblau gefärbt. Bei beiden Käsesorten konnte man 
en bevorzugten Abbau des β-Caseins (Sauermilchkäse) bzw. den bevorzugten Abbau des 
au waren 
nicht möglich. ukte des para-κ-Caseins im Käse 






αs-Caseins (Gouda-Käse) sehr gut verfolgen. Aussagen zum para-κ-Casein-Abb
 In Annahme, dass die Hydrolyseprod
s
Silberfärbung gemäß Kap. 4.7.4 unterworfen. Sie ist mit einer Nachweisgrenze von 
0,05 - 0,1 ng Protein pro mm2 Bandenfläche 10 bis 100fach empfindlicher als die 
Coomassie-Färbung (Westermeier, 2001). Nach der Silberfärbung waren bei den Gouda-
Proben kaum zusätzliche Banden auf dem Gel zu erkennen, das Gel mit den Sauer-
milchkäseproben zeigte ein überraschend großes Spektrum an weiteren Banden (siehe 
Abb. 3.6 – 5). Interessant erschien es deshalb, Sauermilchkäse eingehender mit elektro-
phoretischen Techniken zu untersuchen, zumal bisher in der Literatur für Sauermilchkäse 
keine Angaben zum Abbau von (para-)κ-Casein während der Käsereifung zu finden sind.  
 
Sauermilchkäse wird im Gegensatz zum Gouda ohne Zusatz eines Milch-
gerinnungsenzyms hergestellt. Plasmin, Hefen und die Rotschmierekultur Brevibacterium 
linens haben hier einen signifikanten Einfluss auf die Proteolyse. Plasmin ist eine 
trypsinähnliche Serin-Protease, mit hoher Spezifität gegenüber Peptidbindungen, die 
Lysinreste beinhalten. Modellversuche mit Chymosin und Plasmin ergaben, dass beide 
Enzyme zu charakteristischen Spaltprodukten der einzelnen Caseine führen. So entsteht 
Ergebnisse und Diskussion 78 
durch Chymosinwirkung αs1-I-Casein aus αs1-Casein sowie β-I-Casein und später β-III-
Casein aus β-Casein. Plasmin ist aktiv gegenüber allen Caseinen, besonders aber 
egenüber αs2- und β-Casein. Infolge der Plasminwirkung auf β-Casein kommt es zur 
ildung der γ-Caseine. αs1- und κ-Casein werden laut Grufferty et al. (1988) nur langsam 
ngegriffen.  
rujillo et al. (1998) zeigten mittels SDS-PAGE, dass durch die Wirkung von Plasmin auf 
oliertes (para-)κ-Casein innerhalb von 24 Stunden zwei Hydrolyseprodukte mit 
cheinbaren Molmassen von 18,5 und 10,6 kDa entstehen. Trotz allem hat Plasmin eine 
iedrigere Aktivität gegenüber κ-Casein als Chymosin, obwohl dieses Protein eine 
ielzahl von potentiellen Plasmin-Spaltstellen aufweist. Ähnlichkeiten des Hydrolyse-
erhaltens von Chymosin und Plasmin sind in vielen Bereichen zu erkennen.  
bb. 3.6 – 3 zeigt die mittels Harnstoff-PAGE (siehe Kap. 4.3.2) getrennten Sauer-
ilchkäseproben. Die Sauermilchkäsestangen mit einem Wasseranteil von 67 % und 
inem Fettgehalt < 0,5 % wurden 19 Tage bei 18 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit bis zur 
e 
ollzieht sich die Reifung von außen nach innen. Ab dem 3. Reifungstag war es deshalb 














Verzehrsfertigkeit, also bis zur sichtbaren Durchreifung, gelagert. Beim Sauermilchkäs
v
möglich, den Käse in Rand- und Kernzone zu trennen. Zu definierten Zeiten (siehe Kap. 
4.9) wurden Proben entnommen und analysiert. Die Sauermilchkäseproben wurden nicht 
mit DTT reduziert. Die absolute Auftragsmenge der Käseproben betrug 30 µg. Die 
Färbung erfolgte zunächst mit Coomassie-Brilliantblau.  
Die Hauptcaseine αs1-, β- und κ-Casein sowie die γ-Caseine wurden im Elektro-
pherogramm (Abb. 3.6 - 3) gekennzeichnet. Ganz typisch ist die Dominanz der αs1- und 
β-Caseinbanden gegenüber der κ-Casein-Bande(n). Die zwei Banden zwischen αs1- und 
β-Casein werden nach Trujillo et al. (1997) dem αs2-Casein zugeschrieben. Diese 
Doppelbande erscheint nicht nur bei den Käseproben, sondern auch bei Trennung des 
Gesamtcaseins und des isolierten und gereinigten β-Caseins (siehe Abbildung 3.6 - 4). Es 
kann sich daher bei den zwei Banden nicht um Abbauprodukte des αs2-Caseins handeln, 
sondern um Abbauprodukte des β-Caseins. Bei fortgeschrittener Reifung des Sauer-
milchkäses sind diese zwei Banden nur noch im Kernbereich zu finden. Bei den Banden 
mit kleinerer elektrophoretischer Mobilität als die des κ-Caseins handelt es sich 
vermutlich um Abbauprodukte des κ-Caseins.  
A
Käserandzone im Vergleich zur Reifung des Käsekerns hervor. Man kann darüber hinaus 
auch erkennen, dass innerhalb von 19 Tagen bevorzugt β-Casein zu β-I-Casein abgebaut 









1      2       3      4       5       6       7       8       9     10     11     12    13     14     15 
 
 
 β I-Casein 
β-Casein 
Bahn Probe Bahn Probe 
1 Sauermilchkäse ungereift    9 Sauermilchkäse   8. Tag /
 (frischer Käsebruch) 10 Sau
γ-Caseine 
ermilchkäse   8. Tag /
2 Sauermilchkäse 1. Tag 11 Sauermilchkäse   9. Tag /
3 Sauermilchkäse 3. Tag / Kern 12 Sauermilchkäse   9. Tag /
4 Sauermilchkäse 3. Tag / Hülle 13 Sauermilchkäse 12. Tag 
5 Sauermilchkäse 4. Tag / Kern 14 Sauermilchkäse 16. Tag 
6 Sauermilchkäse 4. Tag / Hülle 15 Sauermilchkäse 19. Tag (
7 Sauermilchkäse 5. Tag / Kern   
8 Sauermilchkäse 5. Tag / Hülle   
 
Abb. 3.6 – 3:   Harnstoff-PAGE von Sauermilchkäseproben unterschiedli
grades, Coomassie-Färbung 
 
Die folgenden Elektropherogramme (Abb. 3.6 – 4 und Abb. 3.6 – 5) zeigen 
milchkäseproben einige Referenzproteine. Die Proben wurden nicht mit DT
Die absolute Auftragsmenge der Referenzproteine betrug 15 µg, die 
milchkäseproben 30 µg. In Abb. 3.6 – 4 ist das mit Coomassie-Brilliantblau 
zu sehen. Dieses Gel wurde wieder vollständig entfärbt und einer Silberfär
Kap. 4.7.4 unterworfen. αs-Casein und α-Lactalbumin (Bahn 5 und 6) ließ
durch Silberfärbung anfärben. Durch den Silberfärbungsprozess wurde das G


























n sich nicht 
l beschädigt 
zusätzlichen 
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Banden im Vergleich zum blaugefärbten Gel sehen. Da das Foto des Gels wegen des 
eproduktionsprozesses beim Erstellen dieser Arbeit gegenüber dem Original an Schärfe 
und Aussagekraft verliert, wurden die Banden 1 : 1 vom Gel auf Papier übertragen (siehe 





Ba Probe Probe 
1 Gesamtcasein 8 Sauermilchkäse 5. Tag / Hülle 
2 Sauermilchkäse ungereift 9 Gesamtcasein 
 (frischer Käsebruch) 10 GMP 
3 κ-Casein 11 para-κ-Casein 
4 β-Casein 1 auermilchkäse 19. Tag (durchgereift) 2 S
5 αs-Casein 1 a-Caseinat 3 N
6 α-Lactalbumin 14 Sauermilchkäse 1. Tag 
7 Sauermilchkäse 5. Tag / Kern 15 Sauermilchkäse 3. Tag / Kern 
 
bb. 3.6 – 4:   Harnstoff-PAGE von Sauermilchkäseproben und Referenzproteinen, 





Färbung mit Coomassie-Brilliantblau 
 
κ-Casein (Bahn 3) erscheint nach der Coomassie-Färbung mit charakteristischen Banden 
im Rx-Wertebereich von 0,00 - 0,22 (Abb. 3.6 – 4). Nach Silberfärbung (Abb. 3.6 – 5) 
erscheinen zusätzlich noch Banden mit Rx-Werten von 1,25 - 2,30 sowie drei Banden im 
Rx-Wertebereich von 2,38 - 2,48. Die Bande mit einem Rx-Wert von 0,22 ist auch beim 
Gesamtcasein und beim frischen Käsebruch sehr deutlich zu detektieren. Diese Bande 
erscheint bis zum 8. Reifungstag des Sauermilchkäses mit starker Intensität (siehe Abb. 
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3.6 – 3). Bei 19 Tage gereiftem Käse fehlt diese Bande. Nach dem 3., 5. und 8. 
Reifungstag erscheint im Kernbereich des Sauermilchkäses eine Bande mit einem Rx-
Wert von 1,48. Diese entspricht in der elektrophoretischen Beweglichkeit dem para-κ-
Casein. Para-κ-Casein (Bahn 11) zeigt nach Blaufärbung des Gels Hauptbanden mit Rx-
erten von 1,46 und 1,60. Nach Silberfärbung sieht man zusätzlich noch einige 






















Ba Probe Bah Probe 






1        2       3        4       5        6       7        8        9     10      11      12     13       14    15 
2 Sauermilchkäse ungereift 9 Gesamtcasein 
 (frischer Käsebruch) 10 GMP 
3 κ-Casein 11 para-κ-Casein 
β-Casein 12 Sauermilchkäse 19. Tag (durchgereift) 4 
5 αs-Casein 13 Na-Caseinat 
6 α-Lactalbumin 14 Sauermilchkäse 1. Tag 
7 Sauermilchkäse 5. Tag / Kern 15 Sauermilchkäse 3. Tag / Kern 
 
Abb. 3.6 – 5:   Silbergefärbtes Gel aus Abb. 3.6 - 4 
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Auffällig bei den Sauermilchkäseproben sind die immer im Dreierpack auftretenden 
Banden mit Rx-Werten von 2,38 – 2,48 (Abb. 3.6 - 5). Die drei Banden treten beim 
Gesamtcasein, dem Natriumcaseinat, den Sauermilchkäseproben, beim κ-Casein und beim 
GMP auf. Nach Haufe (1999), der κ-Casein-Lösungen untersucht hat, sind diese drei 
Banden dem GMP zuzuordnen. Beim para-κ-Casein sind diese drei Banden erwartungs-
gemäß kaum noch zu sehen, da dieser Peptidteil des κ-Caseins präparativ weitgehend 
bgetrennt sein sollte. Das Bandenmuster des GMP ist mittels Coomassie-Färbung nicht 
detektierbar.  
Zur Abschätzung der Molmassen der im Sauermilchkäse vorhandenen Peptide wurde die 





























1 Molmassenmarker 4 + 5   9 Sauermilchkäse  3. Tag / Kern 
2 Gesamtcasein 10 Sauermilchkäse  3 Tag / Hülle 
β-Casein 11 Sauermilchkäse  8. Tag / Kern 3 
Na-Caseinat 12 Sauermilchkäse  8. Tag / Hülle 4 
Na-Caseinat 13 Sauermilchkäse 19. Tag, durchgereift 5 
κ-Casein 14 Marker 4 + 5 6 
7 para-κ-Casein 15 para-κ-Casein 
8 Sauermilchkäse ungereift   
 
Abb. 3.6 – 6:   SDS-PAGE von Sauermilchkäseproben (nicht reduziert), Coomassie-
Färbung 
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Die Proben wurden für die Trennung in Abb. 3.6 – 6 nicht mit DTT reduziert. Auf das Gel 
 Abb. 3.6 – 7 wurden sowohl reduzierte als auch nicht reduzierte Proben aufgetragen. 
ie absolute Auftragsmenge für die Referenzsubstanzen betrug 15 µg, für die Sauer-
ilchkäseproben 50 µg. Die Auswertung erfolgte mittels Densitometer.  
eim Betrachten des Elektropherogramms in Abb. 3.6 - 6 fallen bei den Käseproben zwei 
Banden mit scheinbaren Molmassen von 34,8 und 30,0 kDa auf, deren Intensität bis zum 
9. Tag im Vergleich zum frischen Käsebruch sichtbar abnimmt. Es handelt sich, 
erglichen mit den Referenzsubstanzen, um αs1- (34,8 kDa) und β-Casein (30,0 kDa). 
iese Werte sind methodisch bedingt und entsprechen in keiner Weise den aus der 
säu enz berechneten Werten. Die für κ-Casein charakteristische, sehr inten-
kDa), befinde ich zwis -Bande 
 ist n ch, in d  
rchgere e zu beobac . Isolie ara-κ-Casein (Bahnen 7 und 
asse von 12
kDa) stellen Abbauprodukte dieses Caseins dar, die während der 
osinhydrolyse nach Coolbear et al. ( üssen. Die Hauptbande 
eint bei den Käse ben nur in sehr geringer Intensität (8. und 
Tag). insb dere d b dem 
. Reifungstag in Kern- und Randzone des Sauermilchkäses auf, wobei die Intensität bis 
para-κ-Casein-Banden sind noch eine 
ielzahl von Banden mit scheinbaren Molmassen < 29,0 kDa, aber auch > 35,0 kDa zu 
1
inkomponenten zuzuordnen. 
stehender Disulfidbrücken behandelt, (siehe 
bb. 3.6 - 7) sind im Vergleich zu den nicht reduzierten Proben kaum noch Trennspuren 
im höheren Molmassenbereich (> 45,0 kDa) sichtbar. Dies kann als Hinweis für die 
Aggregatbildung im Sauermilchkäse gewertet werden. Im Bereich < 45 kDa verändert 
sich das Bandenmuster nach Reduzierung nicht.  
Zusätzlich wurde überprüft, ob Banden auch von restlichen Molkenproteinen wie 
α-Lactalbumin oder β-Lactoglobulin herrühren, die ähnliche scheinbare Molmassen wie 









sitätsschwache Bande (29,0 t s chen der αs1- und β-Casein
und ur im frischen Käsebru en Kernbereichen und interessanterweise im
du iften Sauermilchkäs hten rtem p
15) kann eine scheinbare Molm ,8 kDa zugeordnet werden. Zwei Minorbanden 
(11,0 kDa und 8,6 
Chym 1996) entstanden sein m
des para-κ-Caseins ersch pro
19. Die beiden Minorbanden, eson ie 11,0 kDa-Bande, treten a
3
zum 19. Tag stetig zunimmt. Neben den typischen 
V
erkennen, deren Zuordnung zunächst nicht möglich ist.  
Das Vorkommen höhermolekularer Hydrolyseprodukte im Sauermilchkäse (86,0 kDa, 
80,9 kDa, 70,1 kDa und 45,0 kDa) ist mit großer Wahrscheinlichkeit genau wie in den 
Modellen ein Hinweis auf Aggregatbildung. Bei den niedermolekularen Abbauprodukten 
fällt auf, dass die Bandenintensität mit Zunahme der Hydrolysezeit ansteigt und dass 
Banden möglicher Hydrolyseprodukte des β-, eventuell auch des αs -Caseins, in einem 
breiten Molmassenbereich zu finden sind. Somit ist es schwer, Abbauprodukte explizit 
einer der Case
 
Werden die Proben mit DTT zur Reduktion be
A
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k97,4 kDahn P hn PBa robe Ba robe 
1 M Marker 4 + 5 9 arker 4 + 5 
2 G in, reduziert  S ungereift, reduziert esamtcase 10 auermilchkäse 
3 α icht reduziert  S ngereift, nicht reduziert -Lactalbumin, n 11 auermilchkäse u
4 β 12 Sauermilchkäse 19. Tag, reduziert -Lactoglobulin, reduziert 







5 succ. κ-Casein, reduziert 13 Sauermilchkäse 19. Tag, nicht reduziert 
6 succ. κ-Casein, nicht reduziert 14 Sauermilchkäse   8. Tag / Hülle, 
reduziert 
7 succ. para-κ-Casein, reduziert 15 κ-Casein, nicht reduziert 
8 succ. para-κ-Casein, nicht reduziert   
bb. 3.6 – 7:   SDS-PAGE von Sauermilchkäseproben (reduziert / nicht reduziert), 
Coomassie-Färbung 
ur weiteren Charakterisierung der Sauermilchkäseproben wurde der mittlere pI (Abb. 
.6 – 8) über IEF, wie in Kap. 3.4.4 beschrieben, ermittelt. Der ungereifte Sauermilchkäse 
Bahn 16) enthält alle Caseine und weist dementsprechend, wie das Gesamtcasein (Bahn 
, mittlerer pI = 5,0) einen mittleren pI von 5,1 auf. Die mittleren pI der einzelnen Caseine 
önnen dem Kap. 2.6.1 entnommen werden.  
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Bahn Probe mittlerer 
pI 
Bahn Probe mittlerer 
pI 
1 Gesamtcasein 5,0   8 Sauermilchkäse 16. Tag 5,5 
2 succ. para-κ-Casein, 4,8 
4,5









  9 Sauermilchkäse 12. Tag 5,3 
nicht reduziert  10 Sauermilchkäse   8. Tag / Hülle 5,3  
3 Succ. para-κ-Casein,  4,6 11 Sauermilchkäse   8. Tag / Kern 5,5 
 reduziert  12 Sauermilchkäse   5. Tag / Hülle 5,6 
4 κ-Casein, reduziert 5,2 13 Sauermilchkäse   5. Tag / Kern 5,8 
5 κ-Casein, nicht reduziert 5,5 14 Sauermilchkäse   3. Tag / Hülle 6,1 
7 Sauermilchkäse 19. Tag,  5,5 16 
6 Marker (pH 3 – 10) - 15 Sauermilchkäse   3. Tag / Kern 5,5 
Sauermilchkäse ungereift 5,1 
 durchgereift     
 
Abb. 3.6 - 8:   IEF von Sauermilchkäse und einiger Referenzcaseine, Coomassie-Färbung 
 
Man erkennt deutlich, dass im Verlauf der Reifung des Sauermilchkäses der pI von 5,1 auf 
,5 ansteigt. Dabei ist zu Beginn der Reifungszeit die Randzone deutlich basischer als der 
ern. Bei der Hydrolyse des reinen para-κ-Caseins durch die Enzyme Chymosin, Fromase 
nd Suparen findet man eine Abnahme des mittleren pI (siehe Kap. 3.4.5). Die größte 
nzahl von verschiedenen Peptiden findet sich am 8. Tag der Reifungszeit, am Ende 
ieser sind weniger, dafür aber intensitätsstärkere Banden im Bereich von 4,8 – 6,0 zu 
ehen. Die ursprünglichen Banden des ungereiften Käsebruchs sind alle noch in geringerer 
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Zusammenfassung der Käseuntersuchungen 
e nach Käsesorte kommt es zu einem unterschiedlichen Abbau der einzelnen Caseinkom-
onenten, langreifende Käse zeigen mehr Spaltprodukte als kurzreifende. In ausgewählten 
äsesorten verzehrsfertiger Qualität konnte mittels Harnstoff-PAGE (Coomassie-
rilliantblau-Färbung) der unterschiedliche Abbau des αs1- und β-Caseins aufgezeigt 
erden, jedoch wurden keine Abbauprodukte des para-κ-Caseins detektiert. Die Ver-
utung, dass (para-)κ-Casein bei elektrophoretischen Trennungen kathodisch läuft, wurde 
eg
reifungsstadien (vom Käsebruch bis zum 
zehrs t sich Saue chk sehr 
ingen probe ssen
it Coomassie-, a htbar 
chen. ilchkäses w  hau  
 Rots  linen rmittelt und nicht wie bei den Modellen 
durch Chymosin oder Labaustauschstoffe. Es ist deshalb auch nicht verwunderlich, dass 
durch S vorzug I-Ca ls Hydrolyse-
produkte des -Caseins gefunden werden.  
Überraschenderweise fallen bei den Ergebnissen der Sauermilchkäseuntersuchungen sehr 
viele Ähnlichkeiten zum Modell Käse auf. Überraschend deshalb, da die proteolytische 
irkung im Sauermilchkäse eben nicht durch Zugabe von Lab oder Labaustauschstoffen 
ichzeitig kommt es auch im Sauermilchkäse 
genau wie in den Modellansätzen zur Bildung von hochmolekularen Aggregaten.  
 
Die Aussagen der Modelle lassen sich also mit hoher Wahrscheinlichkeit in die Praxis 
übertragen, und das nicht nur auf Käsesorten, die unter dem Einsatz von Milchgerinnungs-
enzymen hergestellt werden. Die Modelle liefern eine Grundlage für das Verständnis der 
Hydrolyse von (para-)κ-Casein im Käse. 
 
Die Legende von der Enzymresistenz des (para-)κ-Caseins muss also aufgegeben werden, 
auch im Käse wird para-κ-Casein hydrolysiert. Die Detektion und einwandfreie 












Zur näheren Untersuchung verschiedener Käse
ver fertigen Zustand) eigne rmil äse besonders gut aufgrund des 
ger  Fettgehaltes. Sauermilchkäse n la  sich darüber hinaus sehr gut fixieren 
und zahlreiche Abbauprodukte m ber auch mit Silberfärbung sic
ma  Die Reifung des Sauerm ird ptsächlich durch Plasmin, Hefen und
der chmierekultur Brevibacterium s ve
im gereiften auermilchkäse be t β- sein sowie γ-Caseine a
β
W
hervorgerufen wird. Nach Silberfärbung der Elektrophoresegele war es möglich, κ-Casein 
und dessen Abbauprodukte GMP und para-κ-Casein nachzuweisen. Die Molmassen-
abschätzung (SDS-PAGE) beweist ebenfalls das Vorliegen von para-κ-Casein und dessen 
Abbauprodukten. Diese Abbauprodukte zeigen gleichgroße scheinbare Molmassen wie die 
in den Modellen gefundenen Bruchstücke. Gle
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Die im folgenden aufgeführten Chemikalien waren analysenrein, die Lösungen für die 
HPLC hatten „gradient quality“. 
 
Chemikalien/Standardsubstanzen Bezugsfirmen 
Aceton Baker, Deventer / Holland 
Acetonitril, 100 %, HPLC grade Riedel-de Haën, Seelze-Hannover 
Acetonitril, 84 % 2 × rückdest. aus HPLC - Rückständen 
N-Acetylneuraminsäure (von E. coli) Fluka, Buchs / Schweiz 
Acrylamid (2 x umkristallisiert) Serva, Heidelberg 
Alanin Sigma, Deisenhofen 
Ameisensäure, 98 % Riedel-de Haën, Seelze-Hannover 
etat e Haën, Seelze-Hannov








extra Fluka, Buchs / Schweiz 
ithiothreitol Merck, Darmstadt 
thanol, 96 %, vergällt Merck, Darmstadt 
Riedel-de Haën, Seelze-Hannover 
  
                                                
Ammoniumac Riedel-d er 
Am niumsulfat aborchemie Apolda 
Ber einsäureanhydrid luka, Buchs / Schweiz 
Bradykinin Serva, Heidelberg 
Brom Heidelberg 
C mcarbona erva, Heidelberg 
Cal mchlorid aborchemie Apolda 
αs- ein9 nstitut für Lebensmittelchemie 
β-C in10 nstitut für Lebensmittelchemie 
Cyclohexanon Merck, Darmstadt 
D nblau 
D
Eisessig Acros Organics 
E
Formaldehyd-Lösung, 37 % Fluka, Buchs / Schweiz 
Glutardialdehyd Merck, Darmstadt 
Glycerin, 87 % Merck, Darmstadt 
Glycin Serva, Heidelberg 
Harnstoff Serva, Heidelberg 
S-Insulin (B-Kette) Serva, Heidelberg 
Iodacetamid Serva, Heidelberg 
Kieselgur 
 
9 hergestellt nach Schmidt et al. (1963) 
10 hergestellt nach Aschaffenburg (1963) 
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Chemikalien/Standardsubstanzen Bezugsfirmen 
-Lactalbumin11 Institut für Lebensmittelchemie α
β-Lactoglobulin12 Institut für Lebensmittelchemie 
Magermilchpulver  Sachsenmilch AG, 1992 
2-Mercaptoethanol Serva, Heidelberg  
Methanol Merck, Darmstadt 
2-Methylisothiazolon Boehringer Mannheim 
N,N’-Methylenbisacrylamid Serva, Heidelberg 
Natriumacetat  Serva, Heidelberg 
Natriumchlorid Merck, Darmstadt 
Merck, Darmstadt 
Schwefelsäure, 98 % Merck, Darmstadt 
hiobarbitursäure Serva, Heidelberg 
Serva, Heidelberg 
-Tris(hydroxymethyl)-methylglycin Serva, Heidelberg 
          
Natriumarsenit Laborchemie Apolda 
Natriumcitrat-Dihydrat Merck, Darmstadt 
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat Serva, Heidelberg 
Natriumhydroxid Plätzchen Merck, Darmstadt 
Natriumperjodat Laborchemie Apolda 
Natriumtetraborat  Laborchemie Apolda 
Natriumthiosulfat  
Ninhydrin Merck, Darmstadt 
Orange G Serva, Heidelberg 
Paraffin (Blockform) Merck, Darmstadt 
Phosphorsäure, 85 % Merck, Darmstadt 
Protein-Standardmischung 1 Merck, Darmstadt 
Protein-Testmix 4 Serva, Heidelberg 
Protein-Testmix 5 Serva, Heidelberg 
Salzsäure, 12 N Merck, Darmstadt 
Säurecasein (Gesamtcasein)13 Institut für Lebensmittelchemie 
T
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin Serva, Heidelberg 
Trichloressigsäure Merck, Darmstadt 






                                       
 Quelle unbekannt 
 Quelle unbekannt 
13  hergestellt nach Zittle et al. (1963) 
11
12
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Geräte Bezugsfirmen 
C-MS-Anlage:   L
     LC: 1100 Series  Agilent 
   MS: MARINERTM Biospectrometry  Perkin Elmer Corporation 
a Plus Pharmacia Biotech 
igital pH Meter, pH 526 wtw  
ech 
l-Spektralphotometer SPEKOL 11 
stem Gold V 7.10 
 / 126 
le 166 
e Array Detector 166 / 168 
-R3A Chromatopac 
 6 
üttler VF 2 fen 
ammer Hoefer 
 IEF: LKB Multiphor II  
 tut 
 Plus SC110AR 
akuum System Plus UVS 400 A 
terialien 
 µm (reg. Cellulose) assel  
  
     Workstation 
Aminosäureanalysator LKB-Alph
D
UV / VIS Spectrophotometer Pharmacia Biot
Einstrah Carl Zeiss Jena 
Gefriertrockner LGA 05 MLW Engelsdorf/Leipzig 
HPLC-Anlage / Sy Beckman 
     Programmable Solvent Module125 Beckman 
     Programmable Detector Modu Beckman 
     Diod Beckman 
     HPLC-Integrator C Shimadzu 
Kühlthermostat RM Lauda GmbH 
Kühlzentrifuge 5804 R Eppendorf 
Niederfrequenzsch Janke & Kunkel, Stau
Vertikal-Elektrophoresek
Kammer für Pharmacia biotech
Sterilbank A 3000 Atecair Natec Insti
Brutschrank memmert 
Vakuumverdampfer Speed Vac Savant 
Universal V Savant 
 
Verbrauchsma Bezugsfirma 
Sterilfilter 0,2 Schleicher & Schuell, D
Membranfilter 0,45 µm (reg. Cellulose) ell, Dassel 
enfilter Centrex UF 0,5 10 kDa huell, Dassel 
 UF 0,5 3 kDa ell, Dassel 
Da 
rinnungsenzyme 




Molmass Schleicher & Sc
Molmassenfilter Centrex Schleicher & Schu
Fugisep-Mini 10 kDa Intersept, Witten 





Sigma, St. Louis, U
 
Fromase TL 15 (Chargen Nr.: 5873) 
t aus Mucor miehei (flüssig) 
A 
uparen (M2Y40F0605) 
Kulturfiltrat aus Endothia parasitica (flüssig) 
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sterile Bedingungen (MIT) 
pH 5,5 



















• Fromase TL 
• Suparen
cinyliertes (para-)κ-Casein Lagerzeit: 15 Wochen
Enzyminaktiv
(5 min bei 90
ierung  
 ± 2 °C ) 
Gesamthydrolysate (10 mg Protein / ml Ansatz) 


















(PAGE, SDS-PAGE, IEF) 
• GPC
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4.3 Gewinnung und Charakterisierung von n 
nd Reinigung von κ-Casein 
s Natriumcaseinatlösung nach Zittle et al. (1963) aus dem Überstand der 
en. Das so erhaltene Präparat wird mittels 
Fällung nach McKenzi . (1961) gereinigt. Durch Zugabe 
bis zum pH-Wert von 7,5 wird das nach zweimaliger 
gegen ysiert, lyophilisiert und 
 gelagert. 
acrylamid-Gelelektrophorese (PAGE), ausgeführt als 
em pH  8,3 in einem basischen 
– 1 gibt einen Überblick über die benötigten Lösungen zur Gelher-









Ethanol-Ammoniumacetat- e et al
von verdünnter Natronlauge 
Reinigung erhaltene Präpzipitat gelöst und dest. Wasser dial
das Lyophilisat bei –18 °C
 
4.3.2 Reinheitsprüfung des κ-Caseins 
 
Zur Reinheitsprüfung dient die Poly
vertikale Elektrophoresetechnik bei ein -Wert von
Puffersystem. Tab. 4.3 
stellung, Probenvorberei r Elektroph
 
Tab. 4.3 – 1:   Lösungen für die P
Lösun erstellung 
Acrylamid-Stammlösung 29,1 g Acrylamid und 0,9 g Methylenbisacrylamid / 100 ml 
bidest. Wasser 
Trenngelpuffer (pH 8,9) 36,6 g Tris, 48,0 ml 1 N Salzsäure und 0,46 ml TEMED / 
100 ml bidest. Wasser 
Per– Lösung 430 mg Ammoniumperoxodisulfat / 1 ml bidest. Wasser 
Lösungen zur Probenvorbereitung unter reduzierenden Bedingungen 
Probenpufferlösung 15,0 g Harnstoff, 6,25 m r und 
enolblau 
l Trenngelpuffer, 25 ml Wasse
0,01g Bromph
Jodacetamidlösung 0,2 g Jodacetamid / l ml dest. Wasser 
DTT-Lösung 0,5 g Dithiothreitol / 1 ml dest. Wasser  
Pufferlösung für die Elektrophoresekammer 
Elektrophoresepuffer 15,0 g Tris und 72,0 g Glycin / 5 L dest.Wasser (pH 8,3) 
Fixier-, Färbe- und Entfärbelösungen 
Fixierlösung 20,0 g Trichloressigsäure / 1 L Wasser 
Färbelösung  45 mg Coomassie Brillantblau G 250 / 1 L Entfärbelösung 
Entfärbelösung Wasser : Methanol : Eis  : 25 :10  essig im Verhältnis 65
 
Zur Herstellung eines Polyacrylamidgels (15 % A rden 15 g 
gen, 6,25 ml des Trenngelpuffers und 25 ml 
der Acrylamid-Stammlösung zugegeben. Nach dem Auffüllen mit bidest. Wasser wird die 
crylamid, 5 M Harnstoff) we
Harnstoff in einen 50 ml Maßkolben eingewo
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Lösung im Vakuum entlüftet. Die Gelgießform für ein Gel besteht aus dem 
lasplattenhalter, zwei Glasplatten (18 x 16 cm) und zwei Abstandshaltern (0,75 mm aus 
VC). Die Form wird mit 18 ml der fertigen Gellösung, der man unmittelbar vorher 18 µl 
er-Lösung zusetzt, befüllt und der Probenkamm eingesetzt. Zur vollständigen 
olymerisierung wird das Gel über Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
ur Probenvorbereitung unter reduzierenden Bedingungen werden 10 ml der Proben-
ufferlösung mit 200 µl der DTT-Lösung zur Reduktion von Disulfidgruppen gemischt 
nd je 1 ml der so entstandenen Lösung zu 3 mg der zu untersuchenden Proben gegeben. 
ie Proben werden 4 min ins siedende Wasserbad gestellt und danach kurz unter kaltem 
asser gekühlt. Dann pipettiert man zu je 100 µl Probenlösung 10 µl der Jod-
cetamidlösung zur Blockierung der Thiolgruppen. Nach einer Wartezeit von ca. 30 min 
ur Gewährleistung einer vollständigen Alkylierung) werden die Proben durch 
nterschichtung auf das Gel aufgetragen (Auftragsmenge: 3 - 15 µl). 
eim Einsatz der Präparate (Caseine) ohne Reduktion mit DTT, werden die Proben 
inwaage: 3 - 5 mg) in 1 ml 5 M Harnstoff gelöst, ein Tropfen Bromphenolblau zur 
rkennung des Endpunktes zugesetzt und vor dem Auftragen kurz zentrifugiert.  
ür die gelelektrophoretische Trennung gelten folgende Elektrophoreseparameter : 
ammer: Vertikal-Elektrophoresekammer 
emperatur: 10°C 
orelektrophorese: 400 V; 25 mA; 15 min 
auptlauf: 800 V; 50 mA; 3 h 
ei zwei Gelen pro Kammer ist die Stromstärke bei Vorelektrophorese und Hauptlauf zu 
erdoppeln. 
ach der Trennung werden die Gele ca. 20 min mit Trichloressigsäure fixiert und im 
nschluss ca. 20 min gefärbt. Überschüssige Farbe des Gelhintergrundes wird unter Ver-
endung der Entfärbelösung je nach Bedarf ausgewaschen. Zum Aufbewahren und zur 
okumentation werden die Gele in Polyethylenfolie eingeschweißt. 
.3.3 Succinylierung des κ-Caseins 
ie Succinylierung des κ-Caseins erfolgt in Anlehnung an Schwenke et al. (1980). Zu 1 L 
iner 2 %igen κ-Caseinlösung gibt man unter Rühren 135 ml einer 1 M Lösung von 
ernsteinsäureanhydrid in Aceton (15-facher Überschuss bezogen auf die neun Lysinreste 
es Proteins). Der pH-Wert wird durch Zutropfen von 1 M Natronlauge konstant bei 





































pH 8,0 gehalten. Dann fällt man das derivatisierte κ-Casein durch Zugabe von 0,1 N 
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dialysiert dann solange gegen dest. Wasser, bis keine Bernsteinsäure mehr mit dem 
estbesteck der Fa. Boehringer14 enzymatisch bestimmbar ist.  
er Umsetzungsgrad der ε-Aminogruppen der Lysinreste mit dem Derivatisierungs-
r
µl Probe eingesetzt.  
ab. 4.3 – 2:   Umsetzungsgrad der ε-Aminogruppen der Lysinreste  




eagenz wird mit Hilfe der Methode nach Kakade et al. (1969) in der Variation nach 
Langner et al. (1971) getestet (siehe auch Kap. 4.7.1). Der Blockierungsgrad ergibt sich 
aus dem Verhältnis der ermittelten Werte für die freien Aminogruppen des nicht 
derivatisierten κ-Caseins und des succ. κ-Caseins (siehe Tab. 4.3 – 2). 
Zur Kalibrierung werden Alaninstammlösungen im Konzentrationsbereich von 
0,05 - 0,5 µmol Aminogruppen / 100 
 
T
 Aminogruppen Blockierungsgrad 
-Casein 43,0 0,0 
κ
κ
succ. -Casein 3,3 92,4 
 




i  mit 
Chymosin nach Coolbear et al. (1996) gewonnen. Ausgegangen wird von einer 0,5 %igen 
von succ. κ-Casein in 0,1 M Natriumcitratpuffer (pH 6,6). Die Lösung wird 
auf 37 °C temperiert und dann die gleichermaßen temperierte Enzymlösung 
 Na is 
von 1 : 650 (w/w) vorliegt. Die mit Chymosin versetzte Substratlösung wird 80 min bei 
37 °C inkubiert. Durch schnelles Abkühlen des Reaktionsgefäßes auf ca. 2 °C wird die 
enzymatische Reaktion abgebrochen. Es ist dann soviel Trichloressigsäure zuzugeben, 
dass eine Endkonzentration an Trichloressigsäure von 20 g / L in der Reaktionslösung 
vorliegt. Der Niederschlag wird durch Zentrifugation abgetrennt, dann zweimal mit 
eiskalter Trichloressigsäure (20 g / L) gewaschen und bei pH 8 - 9 wieder gelöst. Die 




                                                
4.3.4 Gewinnung von succinyliertem para-κ-Casein 
Succ. para-κ-Caseins w rd durch enzymatische Hydrolyse des succ. κ-Caseins
Lösung (w/v) 
(0,1 g / 100 ml 0,01 M Cl-Lösung) so zugegeben, dass ein Enzym-Substrat-Verhältn
 
14 Boehringer Mannheim Biochemica (1997). Methoden der enzymat
y     Extinktion bei 405 nm 
x     Konzentration 
ischen BioAnalytik und 
Lebensmittelanalytik, 30-31 
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4.3.5 Bestimmung des N-Acetylneuraminsäure-Gehaltes 
 
Die Reinheit des nach den Kap. 4.3.1 – 4.3.4 erhaltenen succ. para-κ-Caseins kann mit 
elektrophoretischen und chromatographischen Methoden geprüft werden. Die Thio-
barbitursäure-Methode nach Warren (1959) dient zur Quantifizierung der nur im 
-terminalen Teil des κ-Caseins vorkommenden N-Acetylneuraminsäure (NANA). In C
vollständig reinem para-κ-Casein sollte keine NANA mehr nachweisbar sein. 
Zur Kalibrierung werden NANA-Lösungen im Konzentrationsbereich von 0,01 - 0,16 
µmol / ml dest. Wasser eingesetzt. Die Ergebnisse der Bestimmung sind in Tab. 4.3 – 3 
angegeben. 
 
Tab. 4.3 – 3:   Ergebnisse der NANA-Bestimmung 
Casein-Präparat (NANA ± ∆x15) [g / 100 g]  
succ. κ-Casein 2,00 ± 0,14 
succ. para-κ-Casein 0,32 ± 0,08 
GMP 6,78 ± 0,72 
 
Kalibriergerade: y = 3,315x + 0,0482 / R2 = 0,9945 
ur Trennung de PLC sind dem Kap. 4.7.2 zu 
handlung des a-)κ-Caseins mit Mercaptoethanol und 
ie (para-)κ-Casein-Proben (1mg / ml dest. Wasser) werden mit Phosphatpuffer nach 
t, verdünnt. Bei der 
ehandlung mit Harnstoff und Mercaptoethanol ist der Puffer so herzustellen, dass er 
reagens enthält. 
 x     Konzentration 
Angaben z s succ. para-κ-Caseins über RP-H
entnehmen. 
 




Sörensen (siehe Kap. 4.5), der 1 % Mercaptoethanol enthält, 1 : 1 verdünnt, über Nacht im 
Kühlschrank aufbewahrt und vor der Trennung über RP-HPLC (siehe Kap. 4.7.2) durch 
Cellulosefilter (Porengröße 0,45 µm) filtriert. Bei der Behandlung mit Harnstoff werden 
die Proben 1 : 1 mit Phosphatpuffer, der 3,3 M an Harnstoff is
B
3,3 M an Harnstoff ist und 1 % des Thiol
 
4.3.7 Bestimmung des Proteingehaltes der (para-)κ-Caseinpräparate 
 
Der Rohproteingehalt der κ-Caseinpräparate wurde nach Kjeldahl16 emittelt und ist der 
Tab. 4.3 – 4 zu entnehmen: 
                                                 
15 Vertrauensintervall der Mittelwerte der NANA (n = 3; P = 0,95) 
16 Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG, Methode L 01.00-10. (1983) 
Bestimmung des Stickstoffgehaltes von Milch nach Kjeldahl. Halbmikroverfahren  
y     Extinktion bei 549 nm 
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Tab. 4.3 – 4:   Rohproteingehalte (R) der eingesetzten Präparate 
 (R ± ∆x17) [%]  
κ-Casein  84,3 ± 2,4 
succ. κ-Casein  74,5 ± 3,9 
succ. para-κ-Casein  76,8 ± 4,8 
 
Der Rohproteingehalt wurde unter Berücksichtigung des Faktors 6,38 für Milch- und 
Milchprodukte berechnet. Die Wiederfindung unter Verwendung eines Ammoniumsulfat-
gen für die Modellansätze. 
Übersic zeit ich 
VE  cG t ± ∆t18  
Standards wurde zu 99,6 % bestimmt. Die in der Tab. 4.3 – 4 angegebenen Rohprotein-
gehalte bildeten die Grundlage zur Berechnung der Einwaa
 
4.4 Abgleich der Gerinnungszeiten der eingesetzten Enzyme 
 
Tab. 4.4 – 1:   ht zum Gerinnungs abgle
Enzym cE 
Chymosin 10 µg/ml 161 µl  0,31 µg/ml (611 ± 13) s  
Fromase TL 10 µl/ml 115 µl 0,22 µl/ml (610 ± 12) s 
Suparen 10 µl/ml   83 µl 0,16 µl/ml (588 ± 18) s 
 
cE Konzentration der Enzymlösung  
V
G Enzymkonzentration im Reaktionsansatz 
ilch AG 
erden mit 50 µl einer 1 M Calciumchloridlösung versetzt und ebenfalls auf 30 °C 
rwärmt. Man gibt nun ein definiertes Volumen der jeweiligen Enzymlösung zur Substrat-
sung und stoppt die Zeit von der Zugabe bis zum Auftreten erster Flocken. Das 
Volumen der zugesetzten Enzymlösung wird solange variiert, bis in fünf parallelen 
                                                
VE olumen der zugegebenen Enzymlösung  
c
t Mittelwert der Gerinnungszeiten 
VG Gesamtvolumen der Reaktionsansatzes 
mE Enzymmasse bzw. Volumen der Enzymlösung im Ansatz 
VMilch Volumen der rekonstituierten Magermilch (5 ml) 
VCaCl2 Volumen der Calciumchlorid-Lösung (0,05 ml) 
 
Chymosinlösung:  1 mg Chymosin / 100 ml 0,01 M Natriumchloridlösung 
Fromaselösung: 1 ml Flüssigpräparat / 100 ml 0,01 M Natriumchloridlösung  
Suparenlösung: 1 ml Flüssigpräparat / 100 ml 0,01 M Natriumchloridlösung  
 
Die Enzymlösungen werden vor Gebrauch frisch hergestellt und auf 30 °C im Wasserbad 





17 Vertrauensintervall der Mittelwerte der Rohproteingehalte (n =2; P = 0,95) 
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Ansätzen die Gerinnung nach (600 ± 30) s eintritt. Tab. 4.4 – 1 enthält alle Werte zum 
erinnungszeitabgleich. 
ridgehaltes von 2 % durchgeführt.  
ür den erst genannten Versuch werden die Modellansätze, wie in Kap. 4.5.2 beschrieben, 
modellansätze mit Wasseranteilen von 
se) und 99 % (M  Ansätze werden unter 
na pro Ampulle in Abhängigkeit 
assergehalt erstellt. Im  zu den Langzeitansätzen wurde 
osin als Gerinnungsenzym eingese ertemperatur von 30 °C gewählt 
nd die Hydrolysedauer auf 4 Wochen verkürzt.  
zwei Modelle, wie in Kap. 4.5.2 
eschrieben, erstellt. Bei der Berechnung der Menge an zuzugebenden Lösungen muss die 
dingungen entsprechen denen der Langzeitmodellansätze. Als Gerinnungs-
nzyme wurden Chymosin und Fromase ausgewählt und die Modelle 15 Wochen bei 12 ± 
 
.5.2 Langzeitmodellansätze 
r die Käse-Systeme eingesetzt 
ird, wird mit 0,01 N Salzsäure gereinigt, mit dest. Wasser mehrmals gewaschen und bei 
ur Fertigung von 0,07 M Phosphatpuffer nach Sörensen (pH 5,5) werden 39 ml 
 1 L bidest. Wasser) auf 1 L aufgefüllt.  
Das succ. (para-)κ-Casein, dessen Einwaage unter Berücksichtigung des nach Kap. 4.3.7 
ermittelten mittleren Proteingehaltes von 76,8 % erfolgt, wird mit etwas Phosphatpuffer 
nach Sörensen versetzt und solange gerührt, bis eine homogene Lösung mit einem 
G
 




Es wurden Vorversuche zur Hydrolyse von derivatisiertem κ-Casein bei verschiedenen 
Wasseranteilen (20, 40, 55, 60, 65 und 99 %) und der Zugabe eines käseüblichen 
Natriumchlo
F
konstruiert. Kap. 4.5.2 bezieht sich auf die Langzeit
60 % (Modell Kä odell Milch). Die restlichen
Berücksichtigung der sich ändernden Flüssigkeitsvolumi
vom gewünschten W  Unterschied
nur Chym tzt, eine Lag
u
Für die Versuche mit Natriumchlorid werden 
b
Zugabe von 2 % Natriumchlorid pro Ansatz berücksichtigt werden. Die 
Hydrolysebe
e
2 °C gelagert. 
4
 
Es werden zwei Modellsysteme untersucht, ein Modellsystem mit einem Wasseranteil von 
60 %, welches als „Modell Käse“ und ein Modellsystem mit einem Wasseranteil von 
99 %, das als „Modell Milch“ bezeichnet wird. 
 
Zur Vorbereitung werden alle Glasgeräte bei 160 °C drei Stunden lang sterilisiert. 
Kieselgur, welches zur besseren „Wasserverteilung“ fü
w
130 °C getrocknet.  
Z
di-Natriumhydrogenphosphatlösung (0,593 g / 50 ml bidest. Wasser) mit Natriumdihydro-
genphosphatlösung (10,4 g /
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pH-Wert von 6,1 erhalten wird. Durch schrittweise Zugabe von 0,05 M Phosphorsäure 
wird der pH-Wert auf 5,5 korrigiert und die Lösung mit Phosphatpuffer auf das 
en im Maßkolben au
tronlauge auf pH tellt. MIT dient als Bakterizid und wird 
 einer Menge zugesetzt, dass die Konzentration im kompletten Ansatz (siehe Kap. 4.5.1 
ie Enzymlösungen werden unmittelbar vor Verwendung frisch hergestellt. Als Lösungs-
r die Berechnung der 
uzugebenden Enzymmenge bilden die ermittelten Werte des Gerinnungszeitabgleiches 
nzymmenge der drei Enzyme so 
 Gerinnungszeitabgleich bestimmt wurde. Für das Modell Käse wird 
gesetzt, esem Modell auch die doppelte Menge an 
asein lle vorlie ann ma gehe zym-
erhältnis urchgefü ersuche h is MIT-
ösung und der Substratlösungen werden alle Lösungen durch ein Sterilfilter der 
üllen der Glasampullen mit den Lösungen wird 
4 m g werden in sterile Glasampullen 
ine Kerntemperatur von 90 ± 2 °C 
rhitzt. Danach wird jeder Ampulle MIT-Lösung, Enzymlösung in der aus dem 
eich Sörensen 
t, so d iegt 
nzentra
u den Ansätzen, die zur Kontrolle der Autolyse des Proteins dienen, wird statt 
 
 
gewünschte Volum fgefüllt. 
Methylisothiazolon (MIT) wird ebenfalls in Phosphatpuffer nach Sörensen gelöst und der 
pH-Wert mit 0,1 M Na  5,5 einges
in
und 4.5.2) 0,5 % (w/v) beträgt.  
Die Substratlösungen für die Modellsysteme werden so angefertigt, dass die Protein-
konzentration bezogen auf das Endvolumen in beiden Modellen 2 % (Modell Käse) bzw. 
1 % (Modell Milch) beträgt.  
D
mittel dient eine 0,01 M Natriumchloridlösung. Grundlage fü
z
(siehe Kap. 4.4). Für das Modell Milch wird die E
gewählt, wie sie im
die doppelte Enzymmenge ein  da in di
succ. para-κ-C pro Ampu gt. So k n davon aus n, dass das En
Substrat-V für alle d hrten V  stets gleic t. Außer der 
L
Porengröße von 0,2 µm filtriert. Das Bef
unter einer Sterilbank vorgenommen. 
 
4.5.2.1 Modell Milch 
 
Je l einer 1,25 %igen (w/v) succ. para-κ-Caseinlösun
pipettiert und an zwei aufeinanderfolgenden Tagen auf e
e
Gerinnungszeitabgl ermittelten Konzentration und Phosphatpuffer nach 
(pH 5,5) zugesetz ass am Ende ein Gesamtvolumen von 5 ml pro Ampulle vorl
und die Proteinko tion 10 mg / ml beträgt.  
Z
Enzymlösung 0,01 M Natriumchloridlösung zugegeben. Um sicher zustellen, dass die 
Enzymaktivität auch noch nach längerer Lager- bzw. Hydrolysezeit vorhanden ist, werden 
neben den Hydrolyseproben und der Autolyseprobe noch Enzymkontrollproben mitge-
führt. Diese werden in definierten Abständen einem Gerinnungszeitabgleich gemäß 
Kap. 4.4 unterworfen.  
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Tab. 4.5 – 1:   Pipettierschema für das Modell mit CHYMOSIN  

















Autolyse 4 0 155 200 645 
Enzym- 4 155 0 200 645 
kontrolle 
Hydrolyse 4 155 0 200 645 
 
Tab. 4.5 – 2:   Pipettierschema für das Modell mit FROMASE 
















Autolyse 4 0 111 200 689 
Enzym- 4 111 0 
kontrolle 
200 689 












Tab. 4.5 – 3:   Pipettierschema für das Modell mit SUPAREN 
                        Gesamtvolumen pro Ampulle: 5 ml 
 para-κ-Casein- 
L
Enzymlösung NaCl-Lösung MIT-Lösung  Phosphatpuffer  
Autolyse 4 0 80 200 720 
Enzym- 4 80 0 200 720 
kontrolle 
Hydrolyse 4 80 0 200 720 
 
Die Ampullen werden abgeschmolzen und mit Paraffin versiegelt. Die Lagerung der 
se 
erhitzt die Ampullen 
Proben erfolgt bei 12 ± 2 °C. Nach der 2., 5., 8. und 15. Woche werden Proben 




Vor Zugabe von 5 ml einer 2 %igen (w/v) succ. para-κ-Caseinlösung pro Ampulle wird 
jede Ampulle mit ca. 200 mg gereinigtem Kieselgur bestückt. Man 
nach Zugabe des Substrates ebenfalls an zwei aufeinanderfolgenden Tagen auf eine Kern-
temperatur von 90 ± 2 °C. Anschließend werden die Ampullen in einer Eis-Natrium-
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chlorid-Mischung (- 17°C) schockgefroren und danach der Inhalt lyophilisiert. Nach der 
Gefriertrocknung wird die Trockenmasse des sich in den Ampullen befindlichen succ. 
para-κ-Caseins ermittelt. Das Gesamtvolumen, das sich durch Zugabe aller benötigten 
 Boldt, 1999). Es ergibt sich ein Zusatz von 2,2 g Wasser 
der Gehalt an aktivem Enzym in 50 µl der eingesetzten 
[µl] [µl] [µl] 
Lösungen (Konservierungsmittellösung, Enzymlösung bzw. Natriumchloridlösung, 
Phosphatpuffer) ergibt, berechnet sich auf Grundlage der Zusammensetzung eines 
Schnittkäses mit einem Wasseranteil von 60 %, einem Proteingehalt von 25 % und 30 % 
Fett in der Trockenmasse (vergl.
pro g Protein. Die Konzentrationen der einzelnen Enzymlösungen wurden nach Kap. 4.4 
über den Gerinnungszeitabgleich ermittelt. Um ein konstantes Enzym-Substrat-Verhältnis 
zu gewährleisten, entspricht 
Enzymlösung dem doppelten Gehalt an Enzym im Modell Milch. Genau wie beim Modell 
Milch werden Autolyseproben und Enzymkontrollproben mitgeführt. Nach Zugabe aller 
Lösungen unter einer Sterilbank vermischt man alles mit einem Glasstab, der dann in der 
Ampulle verbleibt. Die Ampullen werden zugeschmolzen und mit Paraffin versiegelt. 
 
Tab. 4.5 – 4   Pipettierschema für die Enzyme CHYMOSIN, FROMASE und SUPAREN  














Autolyse 135 0 50 50 196 
Enzym- 135 
kontrolle 
50 0 50 196 
Hydrolyse 135 50 0 50 196 
 
Die Lagerung und Entnahme der Proben des Modells Käse erfolgt analog dem Modell 
Milch. Man gibt 4 ml Wasser zu den Proben und erhitzt diese dann für 5 min auf 90  
2 °C zur Inaktivierung des Enzyms. Anschließend wird der pH-Wert mit 0,1 N Natron-
lauge auf pH 7,0 eingestellt. Der gelöste Übers
±
tand wird in einen 10 ml Maßkolben 
 mittels Gerinnungszeitabgleich (siehe Kap. 4.4) der Enzyme 
hymosin, Fromase TL und Suparen wurde nach der 5. und 15. Hydrolysewoche durch-
eführt und mit der Aktivität dieser Enzyme zu Beginn der Hydrolyse (0. Woche) 
erglichen. Für die Aktivitätskontrolle im Modell Käse wird jeweils der Ampulleninhalt 
der vorgesehenen Proben mit dest. Wasser auf 10 ml aufgefüllt, rasch filtriert und vom 
überführt und mit dest. Wasser aufgefüllt. Die Proteinkonzentration mit 10 mg / ml Ansatz 
entspricht danach der des Modells Milch. 
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Überstand 1 ml für den Gerinnungszeitabgleich abgenommen. Zur Enzymkontrolle im 
Modell Milch ohne Vorbehandlung eingesetzt. Die 
ittelten G
 
Tab. 4.6 – 1: vitätskontr m Modell Käse 
0. e 5. W 15. Wo
 werden die Enzymkontrollproben 
erm erinnungszeiten sind in den Tab. 4.6 – 1 und 4.6 – 3 zusammengefasst. 
   Akti olle i
 Woch oche che 
Probevolumen [ml]  1 1 1  
Volumen Magermilch [ml] 5 5 5 
Volumen Ca -Lösung (1 M 5 0,0 0,05Cl2 ) [ml] 0,0 5  
(t19Chymosin ± ∆t20) [min] 12 ± 2 20 ± 2 37 ± 3 
(tFromase ± ∆t) [min] 12 ± 1 19 ± 2 47 ± 4 
(tSuparen ± ∆t) [min] 11 ± 1 16 ± 1 39 ± 4 
 
De Roos et al. (2000) zeigten, dass die Gerinnungszeit umgekehrt proportional zur 
Chymosinkonzentration ist. Unter Berücksichtigung der nach Kap. 4.4 erm n Enzym-
l Ansa und unter V dung der luten Mi rte der in 
4.6 – 1 und 4.6 – 3 egebenen rinnungszeiten ergeben sich die in Tab. 
erte. 
ab. 4.6 – 2: m Modell Käse 
 5. Woche 15. Woche 
ittelte
konzentrationen pro m tz erwen  abso ttelwe
den Tab.  ang Ge
4.6 - 2 und 4.6 – 4 aufgeführten W
 
T    Berechnung der Konzentration aktiven Enzyms i
 0. Woche
cChymosin [µg / ml Ansatz] 0,258 0,141 0,076 
cFromase [µl / m ] 0 0,116 0,047l Ansatz ,183  
cSuparen [µl / m atz] 0,145 0,1 0,041l Ans 00  
 
Tab. 4.6 – 3: ktivitätskontr  im Modell Milch 
0. Woche 5. Woche 15. Woche 
   A olle
 
Probevolumen [ml]  1 1 1  
Volumen Magermilch [ml] 5 5 5 
Volumen CaCl2-Lösung (1 M) [ml] 0,05 0,05 0,05 
(t21Chymosin ± ∆t22) [min] 11 ± 1 18 ± 4 37 ± 2 
(tFromase ± ∆t) [min] 10 ± 1 57 ± 4 51 ± 4 




                                                 
19 Mittelwert der Gerinnungszeiten (n = 2) 
20 Vertrauensintervall des Mittelwertes der Gerinnungszeiten (n=2; P = 0,95) 
21 Mittelwert der Gerinnungszeiten (n = 2) 
22 Vertrauensintervall des Mittelwertes der Gerinnungszeiten (n=2; P = 0,95) 
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Tab. 4.6 – 4:   Berechnung der Konzentration aktiven Enzyms im Modell Käse 
 0. Woche 5. Woche 15. Woche 
cChymosin [µg / ml Ansatz] 0,282 0,157 0,076 
cFromase [µl / ml Ansatz] 0,220 0,039 0,043 
cSuparen [µl / ml Ansatz] 0,160 0,033 0,036 
 
4.7 Untersuchung der Gesamthydrolysate 
 
Der Hydrolyseverlauf wird in beiden Modellen nach der 2., 5., 8. und 15. Hydrolysewoche 
verfolgt. 
 
4.7.1 Bestimmung des Gehaltes an freien primären Aminogruppen  
 
Die Bestimmung der freien primären Aminogruppen erfolgt in Anlehnung an die Methode 
nach Kakade et al. (1969), die von Langner et al. (1971) modifiziert wurde. Es werden die 
esamthydrolysate eingesetzt. 
1,0 ml TNBS-Lösung (1 g TNBS / 1 L Borax-Puffer) versetzt. Die so erhaltene Lösung 
ird unter A
von 40 °C gestellt, dann abgekühlt und mit 5 r 0,5 Salzsäure, die gleichzeitig 
1 %ig an SD ngesäuer Messung d tinktion e  bei 405 gen einen 
b ert aus 10 asser und 1,0 ml TNBS-Lösung, der in gleicher Weise 
Pro ehandelt . Zur Ausw
ittelten Gehalte an freien Aminogruppen (A) sind in Tab. 4.7 – 1 
 Für die tolyseproben iehe Kap. wurde zu eginn der 
ydrolyse (0. Woche) ein Wert von etwa 60 µmol Aminogruppen / g Protein ermittelt. 
G
Zunächst wird ein 0,2 M Borax-Puffer (pH 9,0) hergestellt. 100 µl der Probe werden mit 
w usschluss von direktem Tages- oder Lampenlicht für 20 min in ein Wasserbad 
,0 ml eine  N 
S ist, a t. Die er Ex rfolgt nm ge
Reagenzien lindw 0 µl W
wie die 
Kalibriergerade. Die erm
ben b wird ertung dient die in Kap. 4.3.3 dargestellte 
zusammengestellt. Au  (s 4.5) m B
H
Dieser Wert resultiert aus dem Betrag an α-Aminogruppen und nicht blockierter 
ε-Aminogruppen. 
 
Tab. 4.7 – 1:   Gehalte an freien Aminogruppen (A ± ∆x23 ) [µmol / g Protein] 
Modell Käse 
 2. Woche 5. Woche 8. Woche 15. Woche 
Autolyse 62 ± 4 66 ± 5 - 75 ± 6 
Chy sin 74 ± 7 96 ± 9 127 ± 12 154mo  ± 15 
Fromase 96 ± 8 130 ± 10 153 ± 14 174 ± 15 
Suparen 126 ± 13 189 ± 19 249 ± 20 342 ± 29 
 
 
                                                 
23 Vertrauensintervall des Mittelwertes der Gehalte an freien Aminogruppen (n=2; P = 0,95) 
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Modell Milch 
 2. Woche 5. Woche 8. Woche 15. Woche 
Autolyse 62 ± 6 61 ± 6 - 85 ± 8 
Chymosin 122 ± 12 139 ± 14 136 ± 14 170 ± 17 
Fromase 175 ± 17 232 ± 23 219 ± 22 262 ± 26 
Suparen 211 ± 21 318 4 ± 32 34 ± 43 620 ± 62 
 
4.7.2 Erfassung der Hydrolyseprodukte m tels RP-H C 
Casein-Lösungen ( sein est.  werden un-
µm 
thydrolysate werden 1 : 1 2 M Kalium-
hosphatpuffer (pH 5,5) verdünnt. Die durch Filtration über Molmassenfilter der 
PLC-Anlage, Fa. Beckman) aufgeführt: 
äule:  Licrospher-100 (RP C 18); 5 µm; 4,6 mm 250 mm 
it PL
 
Die wässrigen (para-)κ- 1 mg Ca  / ml bid Wasser)
verdünnt eingesetzt und nach Filtration durch ein Cellulosefilter der Porengröße 0,45 
in die HPLC-Anlage injiziert. Die Gesam mit 0,0
p
Ausschlussgrenze von 10 und 3 kDa (Fa. Schleicher & Schuell) gewonnenen Proben 
können unverdünnt eingesetzt werden. Vor der Aufgabe auf die Säule werden die Proben 
durch ein Cellulosefilter der Porengröße 0,45 µm filtriert.  
 





etektion:  λ = 215 nm und 280 nm 
Eluent A: Kaliumphosphatpuffer  (pH mbranfiltriert und entgast 
luent B: Acetonitril 84 %ig, membranfiltriert und entgast 
m wurde ge
ntenprogramm 
il Eluent B [%] Gradient 
 0,02 M 5,5) me





Folgendes Gradientenprogram wählt: 
Tab. 4.7 – 2:   Gradie
Zeitintervall [min] Ante
0 - 15 20 - 70 linear steigend 
15 - 45 70 0 
45 - 50 70 - 20 linear fallend 
50 - 60 20 0 
 
In den Tab. 4.7 – 3 (Gesamthydrolysate), 4.7 – 4 (Autolyse) und 4.7 – 5 (3 kDa-Permeate) 
ind die Retentionszeiten und Flächeneinheiten ausgewählter Peaks zusammengestellt. Die 
Tab. 4.7 – 3 enthält nur die beiden für das succ. para-κ-Casein charakteristischen Peaks. 
Ein Peak tritt bei einer Retentionszeit von 33 min, der zweite bei einer Retentionszeit von 
46 min auf. 
 
s
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Tab. 4.7 – 3:   ausgewählte Peakflächen der getrennten Gesamthydrolysate 
Gesamthydro elysate Mod ll Käse 



















33 246 33 141 33 72 33 95 Chymosin 
26 46 32 46 65 46 288 46 1
Fromase 33 207 33 184 33 71 33 159 
 46 258 46 200 46 31 46 125 
33 352 33 146 33 117 33 129 Suparen 
46 165 46 115 46 60 46 62 
Gesamthydrolysate Modell Milch 

















33 401 33 355 - - - - Chymosin 
46 192 46 195 46 197 46 46 
- - 33 42 - - - - Fromase 
46 51 46 127 46 60 - - 
33 32 33 53 33 38 - - Suparen 
46 82 46 235 46 48 - - 
Tab. 4.7 – 4:   Peakflächen der getrennten Autolyseproben 
 Modell Käse Modell Milch 
 tR [min] Peakfläche tR [min] Peakfläche 
33 254 33 412 Autolyse 
46 306 46 153 
Tab. 4.7 – 5:   Peakflächen der getrennten 3 kDa-Permeate 
3 kDa-Permeate Modell Käse 
2. Woche 5. Woche 8. Woche 15. Woche  
tR Peak- tR Peak- tR Peak- tR 
[min] flä fläche [min] fläche [min] 
Peak- 
fläche che [min] 
27 2 27 4 7 27 10 27 Chymosin 
30 2 28 3 28 4 28 4 
 - - 2  3  29 29 4 28
 - - -  3 - 30 2 29
 - - - - 30 3 30 4 
26 1 29 2 18 11 28 4 Fromase 
27 1 30 3 20 9 28 5 
 29 1 31 3 22 8 29 4 
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3 odell Käse kDa-Permeate M
















[min] f e [min] 
t k- t
che [mi
Fromase 3  - 1  3 1 2 - 22 3 31
 3  - 2 - 1 2 - 24 0 - 
 - - - - 25 8 - - 
29 2 29 1 13 4 13 4 Suparen 
30 2 30 2 20 5 18 3 
 - - - - 26 6 27 3 
 - - - - 28 4 28 4 
 - - - - 28 4 30 3 
 - - - - 30 2 - - 
 - - - - 31 3 - - 
 - - - - 32 3 - - 
3 kDa-Permeate Modell Milch 
2. Woche 5. Woche 8. Woche 15. Woche  










26 1 25 2 25 1 27 9 Chymosin 
27 2 27 2 28 11 30 1 
 - - 29 2 28 1 29 19 
 - - 29 7 28 1 - - 
 - - 31 4 30 4 - - 
12 3 13 5 11 6 18 49 Fromase 
17 31 17 40 16 32 23 16 
 19 5 19 8 19 5 24 36 
 20 12 20 13 20 6 26 54 
 21 7 21 11 21 9 28 30 
 23 26 23 36 23 23 31 18 
 25 14 25 12 24 7 34 17 
 27 6 27 8 26 9 35 65 
10   20 12 20 7 11 Supare
13 12 23 12 12 15 18 
n 
5 
 16 5 15 11 13 12 17 17 
 17 7 18 10 17 6 19 29 
 18 6 18 7 18 5 21 31 
 22 4 22 7 19 7 22 12 
 23 7 23 8 21 5 23 16 
 25 4 25 4 22 5 24 14 
 27 3 26 3 22 9 25 23 
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3 kDa-Permeate Modell Milch 









28 4 28 4 24 8 26 34 
 - - - - - - 27 35 
- - - - - - 28 19 
 - - - - - - 31 31 
 - - - - - - 33 30 
 - - - - - - 35 13 
 
4.7.3 Erfassung der altp te m ls G
 
thydrolysate der beiden Modelle werden unverdünnt eingesetzt. Vor der 
Aufgabe auf die Säule werden die Proben d in lulo  de ore
0,45 µm filtriert. Die  r g  rd z  
4.7 – 6 zu finden. 
 
Tab. 4.7 – 6:   Standardsubstanzen 
Substanz Molmasse [kDa] Elutionsvolumen [ml] log Molmasse 



















Bradykinin 1,60 11,83 3,03 
S-Insulin (B-Kette) 5,80 9,52 3,76 
α-Lactalbumin 14,44 8,45 4,16 
β-Lactoglobulin 18,00 8,10 4,26 
αs-Casein 23,61 7,23 4,37 
β-Casein 24,50 6,93 4,39 
 
 
ie Ausschlussgrenze w extranb asse: 1 u 5,9 . 
 
Folgende Messparame L g e  g
Säule:  Phenomenex, Biosep-Sec-S 2000, 300 x 7,8 mm
Partikel-/ Porengröße: 5 µm 
peratur: 20  
0,5 ml / min
en: 20 µl  
Detektion:  λ = 215 nm  
0,02 M Natriumpho tpuff (pH 7 0,25 M n Na
y     log Molmasse [kDa] 
x     Elutionsvolumen [ml] 
Kalibriergerade: y = -0,289x + 6,5014 / R2 = 0,9741 
D urde mit D lau (Molm 000 kDa) z ml bestimmt






 und 280 nm
Eluent: spha er ,2),  a Cl 
Methode: isokratisch 
Experimenteller Teil 106 
Einen Überblick über die sche ydrolyse erhaltenen Produkte 
gibt Tab. 4.7 – 7. Es werden nur Peaks mi nheite nur di ie 
sich im zuverlässigen Trennbereich (1,0 - ,0 r S  be  bet htet
 
Molmas und P fläche nach T nnung  Ges hydrolysate  
Mo ll Käs
inbaren Molmassen der nach H
t Flächenei n > 10 und e Signale, d
 1 00 kDa) de ä leu finden, r ca . 
Tab.: 4.7 – 7   sen eak n re  der amt
de e 




















fläche asse asse asse asse
 75,2 400 74,3 920 73,0 250 73,0 410 
73,0 1360 27,0 20 27,0 20 27,0 20 Chymosin 
27,0 40 20,0 60 20,0 100 20,0 70 
 20,0 170 12,9 40 12,9 120 12,9 90 
 12,9  190 8,8 590 100 8,8 200 9,8
 9  6 8,8 400 4,8 240 ,8 260 ,5 20 
   4,8 20 4,8 230   
Fromase 73,0 1550 76,2 700 73,0 720 73,0 1300 
 26,0 120 73,0 430 20,0 12,7 10 20 
 20,0 230 71.3 1000 12,7 30 8,8 160 
 12,7 140 12,7 40 10,7 40 1,9 20 
 9,5 400 10,7 40 1  8,8 30   
 5,3 110 9,5 230 1,9 20   
   5,3 40     
   4,8 50     
72,0 850 74,2 2100 72,0 140 72,0 1100 Suparen 
10,7 25,0 50 13,0 90 13,0 60 160 
 8,8 250 13,0 200 10,7 10,7 70 70 
 6,1 30 10,7 80 9,5 50 9,5 50 
   9,5 240 8,8 1  40 8,8 170 
   6,1 60 6,1 70 6,1 70 
     5,8 120 5,8 150 
     4,2 20 4,2 30 
     3,5 70 3,5 70 
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Modell Milch 


















75,0 100 70,0 80 75,0 70 75,0 20 Chymosin 
70,0 30 20,0 380 70,0 200 20,0 270 
 20,0 250 8,0 1200 20,0 90 10,8 250 
 12,8 50 4,4 570 10,8 60 8,0 480 
 8,0 720 3,3 150 8,0 30 4,4 360 
   2,9 480 4,4 30 3,3 130 
   1,6 290   2,9 160 
       1,6 130 
       1,0 30 
Fromase 20,0 270 71,0 60 20,0 200 20,0 210 
 10,4 260 20,0 220 10,4 260 10,4 300 
 5,2 20 10,4 290 5,2 30 2,8 40 
 2,0 30 5,2 30 2,8 20 2,0 40 
   2,0 30 2,0 40 1,1 20 
Suparen 70,0 20 70,0 20 70,0 40 70,0 20 
 20,0 160 20,0 200 20,0 290 20,0 240 
 13,0 10,4 230 10,4 390 10,4 270 60 
 10,4   100 4,2 90 2,5 50 
     150 30 2,5 1,9 
     1,9 60 1,1 60 
 
4.7.4 Molmassenabschätzung mittels SDS-PAGE 
ab. 4.7 – 8 gibt einen Überblick über die zur Durchführung der SDS-PAGE benötigten 
dientengele. Die drei zur 
erstellung benötigten Gellösungen gehen aus Tab. 4.7 – 9 hervor. 
Für die Herstellung listeten Gellösungen werden Harnstoff, 
mmlösung sowie Trenngelpuffer in einen 25 bzw. 10 ml Maßkolben gegeben 
idest. Wasser bis zur Marke aufgefüllt. Zur entlüfteten Lösung wird kurz vor 
te TEMED und Per-Lösung zugegeben. Die Gelgießkassette 
Kap. 4.3  die Trenngelschicht in die Kassette gefüllt 
min bei 50 n. Ist die 
Gelschicht fest, wird die Sammelgellösung auf die Trenngelschicht gegeben. Die Kassette 
 
T
Lösungen. Die eingesetzten Polyacrylamidgele sind Stufengra
H
 
der in der Tab. 4.7 - 9 aufge
Acrylamidsta
und mit b
Einbringen in die Gelkasset
wird analog .2 erstellt. Zunächst wird
und 30  °C im Trockenschrank der Polymerisation unterworfe
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wird, bevor die Spacergellösung eingefüllt wird, ebenfalls bei 50 °C polymerisiert. In die 
noch flüssige oberste Schicht wird der Probenkamm eingesetzt.  
 
Tab. 4.7 – 8:   Lösungen für die SDS-PAGE 
Lösungen zur Gelherstellung 
Acrylamid-Stammlösung 29,1 g Acry g Methylenbisacrylamid / 100 ml  
asser  
lamid und 0,9 
bidest. W
Trenngelpuffer (pH 8, ,6  u g 0 d ss
N e l
5) 36  g Tris nd 0,3 SDS / 1 0 ml bi est. Wa er 
(6  HCl zur pH-W rt-Einste lung) 
Per-Lösung 0 mg Amm peroxodisulfat / 1 ml bidest. r 43 onium  Wasse
Lösungen z be ere unt uzi en guur Pro nvorb itung er red erend Bedin ngen 
Probenpufferlösung 
(pH 8,0) 
r f  P :fü lüssige roben  
84 g is, 0 EDT 1,0 , 13 l Glycerol 
7 % nd  Or e G l bidest. W
r fe rob
4,  Tr ,03 g A, g SDS ,8 m
(8 ig) u  0,01 g ang / 50 m asser 
fü ste P en: 
4,84 s, 0,  EDT 1,0 g , 13 l Glycerol 
(87 %ig) und 0,01 g Orange G / 100 ml bidest. Wa
 N ur ert tell
g Tri 03 g A,  SDS ,8 m
sser 
(6  HCl z  pH-W -Eins ung) 
Jodacetamidlösung 2 g cet  l m est. er 0,  Joda amid / l bid  Wass
DTT-Lösung 0,5 g ioth  / 1 des sser Dith reitol  ml bi t. Wa   
Pufferlös  fü lek hor meungen r die E trop esekam r 
Anodenpuffer (pH 8,9) 
athodenpuffer (pH 8,2)
96,4 g Tris / 4 L dest. Wasser  
1 N zur ert-Einstellung) 
12,1 g Tris und 17,9 g Tricin / 1 L dest. W sser 
(1 N HCl zur pH-Wert-Einstellung) 
 
K  
(  HCl pH-W
a
Fixie rbe  En lös  r-, Fä - und tfärbe ungen
Fixierlösung 20,0 chl sä  L er o
,0 g tard yd /  Met l, 30  
g Tri oressig ure / 1  Wass der 
5 Glu ialdeh  1 L hano  %ig
Färbelösung  45 mg Coomassie Brillantblau G 250 / 1 L Entfärbelösung 
Entfärbelösung Wasser : Methanol : Eisessig im Verhältnis 65 : 25 :10 
Silberfärbung Sensibilisierungslösung: 2,5 ml t ulfa mlösung 
(4,0 g / 100 ml dest. Wa er), 4 orm hyd %ig
500 m est. Wa
 Natrium hios tstam
ss 0 µl F alde  (37 ) / 
l d sser 
 Imprägnierlösung: 1,0 g Silbernitrat, 375 µl Form hyd 




: 11,0 g Natriumcarbonat, 500 µl 
Formaldehyd (37 %ig), 25 µl Natriumthiosulfatstammlösung / 
500 ml dest. Wasser  
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Tab. 4.7 – 9:   Zusammensetzung der 
 nngel 







(1 5 % Ac lamid)
elgel 
(10,0 % Acryla id) (4
pacergel 
 % Ac lamid) 
Harnstoff g g7,5  3,0 g 3,0  
Acrylamid-
g  
13,8 m 3 l 
Stammlösun
l ,3 ml 1,3 m
Trenngelpuffer  ml 3, ml8,3  3 ml 2,5  
TEMED  µl 5  µl 12,5  ,0 µl 5,0
Per-Lösung 0 µl 10 0 µl25,  ,0 µl 20,  
mit Wasser auffüllen 
uf 
 ml 10,   ml
a
25,0  0 ml 10,0  
 
Zur Probenvorbereitung unter reduzierenden Bedingungen werden 10 m r Pr -
it 200 µl der DTT-Lösung zur Re ktion v n Disu idgru  gem t 
l der so ent nen ung mg
üssige Proben (ca. / m rde 1 m r f ssig obe es  
– 8). Die Proben werden 4 m  sied e 
asserbad gestellt und danach kurz unter kaltem sser gekühlt. Dann pipettiert m u 
µl Probenlösung 10 µl der Jodacetamidlösung zur Blockierung der Thiolgruppen. 
arteze n 30 (zur ewä tung ner tän n 
lkylierung), können rob fge  w  (A gsm : 3 - 10 µl).  
on TT en rob inw : 
g) in 1 ml 5 M rns ein Tr pfen ge ur E nung s 
dpunktes zugesetzt un  vor dem Auftragen kurz zentrifugiert.  
olgende Elektrophoreseparameter gelten: 
er er  
emperatur: 10°C 
ach der Elektrophorese werden die Gele ca. 20 min fixiert. Anschließend wäscht man die 
l de oben
pufferlösung m du o lf ppen isch
und je 1 m stande  Lös  zu 3  der zu untersuchenden Proben gegeben. 
Fl 3 mg l) we n 1 : it de ür flü e Pr n herg tellten
DTT-Reaktionslösung versetzt (siehe Tab. 4.7 in ins end
W  Wa an z
je 100 
Nach einer W it vo ca. min  G hrleis  ei  volls dige
A die P en au tragen erden uftra enge Beim
Einsatz der Präparate (Caseine) ohne Redukti mit D , werd  die P en (E aage






Vorelektrophorese: 400 V; 50 mA; 15 min 
Hauptlauf: 800 V; 110 mA; 4 h 
 
N
Gele mindestens dreimal mit dest. Wasser und färbt die Proteine mit Coomassie-
Brilliantblau bzw. unterzieht sie der wesentlich empfindlicheren Silberfärbung. Für die 
Silberfärbung werden die Gele 1 min in die Sensibilisierungslösung gelegt und danach 
dreimal für je 20 Sekunden mit dest. Wasser gewaschen. Imprägniert werden die Gele 
20 min unter Ausschluss von Licht. Es schließt sich wieder ein Waschschritt mit dest. 
Wasser an (dreimal 45 Sekunden), bevor die Gele in die Entwicklerlösung gelegt werden. 
Die Färbung der Banden erfolgt nach Sicht, und gestoppt wird die Färbung durch 
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Behandlung mit 500 ml Entfärbelösung, der 5 ml EDTA-Lösung (0,04 – 0,05 M) zur 
Farbstabilisierung zugesetzt wird. 
Die Auswertung der Elektropherogramme erfolgte in der Regel unter Einsatz eines 
ter ID Elite (Version 3,0) von Amersham 
biosciences. Die Tab. 4.7 – 10 ie verwendeten Molmassen-
en 
olmassenmarker 4 und 5 der Fa. Serva im Verhältnis 1 : 1 dar. 
Tab. 4.7 – 10:   Molmasse
arker 4 k) 
Densitometers und der Software Image Mas
 gibt einen Überblick über d
marker. Der Molmassenmarker 4 + 5 stellt eine Mischung der kommerziell erhältlich
M
 
nmarker für die SDS-PAGE 
Molmassenm  + 5 (Fa. Serva) Molmassenmarker 1 (Fa. Merc




Phosphorylase B 97,4 Myoglobin 19,9 
Albumin bovine (BSA) ,4 67,0 Myoglobin I + II 14
Albumin egg 45,0 Myoglobin I + III 10,7 
Carbonic anhydrase Myoglobin I 8,2 29,0 
Trypsin inhibitor (soya be 2 an) 21,0 Myoglobin II 6,
Cytochrome C ,5 12,5 Myoglobin III 2






de uch die Ermittlung ihres iso-
lektrischen Punktes (pI) rische Fokussierung (IEF) 
 
Tab. 4.7 – 11:   Lösungen 
e Fokussierung 
Zur Charakterisierung r Hydrolyseprodukte kann a
e herangezogen werden. Die Isoelekt
benötigten Lösungen sind in Tab. 4.7 – 11 zu finden. 
für die IEF 
Lösungen zur Gelherstellung 
Acrylamid-Stammlösung 9,7 g Acrylamid und 0,3 g Methylenbisacrylamid / 100 ml 
bidest. Wasser 
Per– Lösung 430 mg Ammoniumperoxodisulfat / 1 ml bidest. Wasser 
Fixier-, Färbe- und Entfärbelösungen 
Fixierlösung ure / 1 L Wasser 20,0 g Trichloressigsä
Entfärbelösung Wasser : Methanol : Eisessig im Verhältnis 65 : 25 : 10 
Färbelösung   250 / 1 L Entfärbelösung 45 mg Coomassie Brillantblau G
 
Für die Herstellung v  
10 x 20 x 0,025 cm werden ötigt. In einen 10 ml Maßkolben wird 6 g 
arnstoff eingewogen und 5 ml der Acrylamid-Stammlösung zugegeben. 1 ml Glycerol, 
on zwei ultradünnen Horizontal-Gelen der Abmessung
 10 ml Gellösung ben
H
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0,5 ml Trägerampholytmischung (Servalyt, Fa. Serva Heidelberg, pH-Bereich 2 – 11) 
sowie 20 µl TEMED werden noch hinzugefügt. Der Maßkolben wird mit 
aufgefüllt, der Inhalt gut v
n eines Gel werden z lasplatten, eine Plexiglasplatte, Dym d und 
lie, Fa Serva Heidelberg) benötigt. Die 
it dem Dymoband als Abstandshalter einseitig beklebt und auf der 
mit wenig W um Anhaften aufgebracht. 
blasenfrei u sserzugabe aufgelegt. 5 ml 
it 7 µl der Per-Lösung versetzt und zwischen Plexiglas und Folie 
erung festg rt und über Nacht bei 
temperatur zur vollständigen Polymerisation gelagert. 
orfokussierung: 600 V, 10 mA, 15 min 




ermischt und entgast. 
Zum Gieße wei G o-Ban
eine Polyesterfolie (Gelbond-PAGE-Trägerfo
Plexiglasplatte wird m
nicht beklebten Seite wird die Glasplatte asser z
Die Folie wird auf die andere Glasplatte luft nter Wa
der Gellösung werden m




Zur Kühlvermittlung zwischen Gel und Kühlplatte der Kammer wird Kerosin eingesetzt. 
Als Strombrücken werden zwei Filterpapierstreifen verwendet; für die Kathodenseite wird 
ein Streifen mit 1 N Natronlauge, für die Anodenseite mit 1 M Phosphorsäure 
angefeuchtet. Die Proben werden in 5 M Harnstoff gelöst. Wird unter reduzierenden 
Bedingungen gearbeitet, werden die Proben, wie in Kap. 4.3.2 beschrieben, behandelt. Die 
Proben werden in der Gelmitte aufgetragen. Zum Auftragen der Proben werden Proben-
auftragsstreifen der Fa. Serva Heidelberg auf die Geloberfläche gelegt (maximale 
Auftragsmenge: 12 µl).  
 
Folgende Elektrophoreseparameter gelten:  
Kammer: Horizontal-Elektrophoresekammer  
Temperatur: 10°C 
V
Hauptlauf: 800 V, 10 mA
1000 V, 10 mA, 3 - 4 h 
 
Tab. 4.7 – 12:   pI-M  pH 3 - 10 
Substanz pI 
Cytochrom C (horse, heart) 10,7 β-Lactoglobulin (bovine, milk) 5,2 - 5,3 
Ribonuclease A (bovine, 
pancreas) 
9,5 Trypsin inhibitor (soya bean) 4,5 
Lectin (Lens culinaris) 7,8 - 8,3 Glucose oxidase (Aspergillus 
niger) 
4,2 
Myoglobin (horse, muscle) 6,9 – 7,4 Amyloglucosidase (Aspergillus 
niger) 
3,5 
Carbonic anhydrase (bovine, 
erythrocytes) 
6,0   
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Die Techniken der Fixierung, Färbung und Entfärbung sind ebenfalls dem Kap. 4.3.2 zu 
entnehmen. Allerdings können die Fixier- und Färbezeiten um 10 min verkürzt werden, da 
.8.1 Einsatz von Molmassenfiltern 
Bei d delt es sic tze 
(2 ml Reak e Typ Eppen
der Molmassenfilter der Ausschlussgrenze von 3 und 10 kDa eingestellt hat, m  für 
tersuchungen ähnl odel  Intersept (Aussch enze 
branen der Molmass r der tene Glyceri t die 
wird durch dlung l 0,1 N Natronlauge und 
 2 x 4  dest. s entfernt. Auf ilter 
l 0,5 ml des jewei Gesam aufgegeben we  Die 
°C und 13.000 x g) hängt vom eingesetzten Filter und 
Richtwerte gemäß Beipackzettel sind 30 min 
r Filter der Ausschlussgrenze von 10 kDa und 140 min für 3 kDa-Filter anzusehen.  
.8.2 Untersuchungen der separierten Proben mittels ESI-Massenspektrometrie 
Käse werden zur Abtrennung von 
öhermolekularen Hydrolyseprodukten / Aggregaten über Molmassenfilter der Fa. Inter-
Nach Filtration über ein 10 kD  kDa-Permeat auf ein 4 kDa-
azu 
werden je Waschschritt 0 f den Überstand gegeben, vorsichtig vermischt 
s Wasser d  kDa-
Retentate sowie die 4 kD sch aus gleichen Teilen 
etonitril und ünnt und nach Filtration 
m-Filter d
die Gele dünner sind. Die Auswertung erfolgte densitometrisch. Es wurden die in Tab. 
4.7 - 12 aufgeführten pI-Marker-Substanzen (Flüssigmarker, Fa. Serva) mitfokussiert. 
 




en eingesetzten Molmassenfiltern han h um Einweg-Ultrafiltrationseinsä
tionsgefäß dorf). Da die Fa. Schleicher & Schuell die Produktion 
ussten
einen Teil der Un iche M le der Firma lussgr
4 und 10 kDa) eingesetzt werden.  
Das in den Mem enfilte Fa. Intersept enthal n stör
Untersuchungen. Es Behan  mit 400 µ
anschließendem Waschen mit 00 µl  Wasser restlo die F
können maxima ligen thydrolysates rden.
Dauer des Zentrifugierens (bei 4 





Die durch Wirkung von Chymosin, Fromase und Suparen auf para-κ-Casein erhaltenen 
Gesamthydrolysate der zwei Modelle Milch und 
h
sept gemäß Kap. 4.8.1 fraktioniert.  
a-Filter wird das erhaltene 10
Filter gegeben. Der Überstand (Retentat) wird zweimal mit Wasser gewaschen. D
,4 ml Wasser au
und dann da urch Zentrifugation entfernt. Die 10 kDa-Permeate, 4
a-Permeate wurden mit einem Gemi
84 %igem Ac bidest. Wasser (1 %ig an Eisessig) verd
durch ein 0,45 µ irekt in das Gerät injiziert.  
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Als Standardsubstanzen wurden Bradykinin (1060,2 Da), Angiotensin (1296,5 Da) sowie 
Neurotensin (1672,9 Da) in Form eines kommerziell erhältlichen Standard Kits 
(INTERIM Mariner Standard Kit, Fa. Sigma – V700653) eingesetzt. Der Abb. 4.8 – 1 
 der Tab. 4.8 – 1 sind die gemessenen und theoretisch möglichen Molmassen der 
ell wurden nur Signale mit einer Intensität 
ogen auf den Basis r theoretischen Massen 
ordnung der Am resequenz erfolgte aus den exakt bestimmten m / z-
n Excel ers
Tab. 4.8 – 1:   Spaltprodukte d
Modell Käse          Chymosin 









Abb. 4.8 – 1:   Ausschnitt aus dem Massenspektrum des INTERIM Mariner Standard Kits 
 
m / z 
0
500





10 kDa-Permeate zusammengefasst. Gener
> 50 % bez peak ausgewertet. Die Ermittlung de
sowie die Zu inosäu
Zahlen mit einem i tellten Programm. 
 
er 10 kDa-Permeate  





2. Woche 1391,66 h1391,56 Pro 8 – P e 17 
 1374,61 – Asp 1374,46 Cys 11 20 
 624,92 625,32 Pro 47 – Asn 52 
 559,33 – Val 559,23 Gln 75 78 
655,3
5. Woche 645,94 Glu 646,19 Glu 2 – 6 
916,4
 511,39 511,29 Pro 47 – Ile 51 
 
 654,98 2 Ala 62 – Val 67 
 916,76 6 Ile 22 – Ile 28 
625,27 625,32 Pro 47 – Asn 52 
 1351,70 1351,58 Gln 44 – Gln 54 
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Modell Käse          Chymosin 





5. Woche 763,45 763,32 Glu 54 – Pro 59 
 654,98 655,32 Ala 62 – Val 67 
 911,37 911,42 Arg 68 – Gln 75 
 1008,93 1008,47 Pro 64 – Ile 73 
 733,12 733,23 Ser 87 – Thr 93 
 713,49 713,32 Ala 96 – Pro 101 
15. Woche 645,93 646,19 Glu 2 – Glu 6 
 1391,66 1391,56 Pro 8 – Phe 17 
 1374,61 1374,46 Cys 11 – Asp 20 
 1996,86 1996,89 Phe 18 – Leu 32 
 1562,01 1561,58 Thr 82 – Met 95 
 1525,87 1525,66 Gln 72 – Pro 84 
Modell Käse          Fromase 





2. Woche 457,23 457,23 Val 67 – Pro 70 
 511,40 511,29 Pro 47 – Ile 51 
 535,37 535,21 Pro 36 – Leu 40 
 654,99 655,32 Ala 62 – Val 67 
 733,12 733,23 Ser 87 – Thr 93 
 1171,73 1171,48 Gln 75 – Pro 84 
 1241,84 1241,51 Tyr 58 – Val 67 
 1996,78 1996,89 
1996,84 
Phe 18 – Leu 32 
Asn 53 – Arg 68 
5. Woche 511,38 511,29 Pro 47 – Ile 51 
 617,18 617,26 Asn 53 – Pro 57 
 729,29 729,33 Val 78 – Pro 84 
 853,25 853,43 Lys 46 – Asn 52 
 1171,61 1171,48 Gln 75 – Pro 84 
 1339,85 1339,49 Cys 88 – Pro 99 
 1391,61 1391,56 Pro 8 – Phe 17 
 1621,80 1621,71 Phe 18 – Ile 26 
15. Woche 260,03 260,09 Asn 53 – Gln 54 
 457,22 457,23 Val 67 – Pro 70 
 477,16 477,21 Thr 94 – Pro 101 
 511,38 511,29 Pro 47 – Ile 51 
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Modell Käse          Fromase 





15. Woche 533,28 533,23 Val 78 – Thr 82 
 595,46 595,23 Phe 18 – Lys 21 
 654,99 655,32 Ala 62 – Val 67 
 949,20 949,31 Cys 88 – Ala 96 
 1171,73 1171,48 Gln 75 – Pro 84 
 1181,91 1181,45 Arg 10 – Phe 17 
 1596,99 1596,69 Ala 71 – Pro 84 
 1784,45 1784,76 Phe 18 – Tyr 30 
 2250,92 2250,97 Phe 55 – Ile 73 
Modell Käse          Suparen 





2. Woche 260,03 260,09 Asn 53 – Gln 54 
 356,19 365,18 Pro 64 – Val 67 
 375,23 375,19 Phe 55 – Pro 57 
 448,21 448,17 Pro 92 – Met 95 
448,17 Ser 19 – Lys 21 
 450,25 450,20 Glu 15 – Phe 17 
 472,23 472,22 Tyr 42 – Gln 45 
 535,34 535,21 Pro 36 – Leu 40 
 559,47 559,23 Gln 75 – Val 78 
 597,50 597,26 Glu 15 – Phe 18 
 615,41 615,26 Gln 7 – Cys 11 
 623,43 623,25 His 98 – Ser 104 
 647,42 647,24 Ala 90 – Met 95 
 675,42 Pro 92 – Arg 97 675,29 
 699,37 699,26 Leu 40 – Gln 44 
 803,47 803,39 Ile 22 – Pro 27 
803,39 Ala 23 – Ile 28 
 850,71 850,37 Ala 96 – His 102 
 874,58 874,36 Ala 90 – Arg 97 
 1109,88 1109,51 Gln 44 – Asn 52 
 1171,72 1171,48 Gln 75 – Pro 84 
 1267,09 1267,50 Ile 51 – Tyr 60 
 1784,44 1784,76 Phe 18 – Tyr 30 
 1736,86 1736,76 Ser 19 – Val 31 
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2. Woche 2250,99 2250,97 Phe 55 – Ile 73 
 2370,80 2370,95 Tyr 25 – Tyr 43 
5. Woche 260,03 260,09 Asn 53 – Gln 54 
 356,17 365,17 Gln 7 – Ile 9 
 389,22 389,16 
389,16 
His 98 – His 100 
His 100 – His 102 
 429,19 429,22 Ala 49 – Asn 52 
 472,20 472,16 Tyr 42 – Gln 44 
 559,45 559,23 Gln 75 – Val 78 
 594,96 595,23 Phe 18 – Lys 21 
 599,48 599,29 Ala 65 – Pro 70 
 614,99 615,26 Gln 7 – Cys 11 
 625,32 Pro 47 – Asn 52 625,32 
 628,28 628,23 Tyr 38 – Tyr 42 
 643,38 Tyr 60 – Lys 63 643,26 
 649,44 649,24 Pro 36 – Asn 41 
 961,08 961,34 Lys 86 – Thr 93 
 1000,57 1000,39 Tyr 58 – Pro 64 
 1105,60 1105,40 Cys 88 – Arg 97 
 1236,83 1236,58 Lys 63 – Ile 73 
 1290,88 1290,57 Val 48 – Tyr 58 
 1280,99 1281,93 Leu 56 – Ala 65 
 1897,49 1897,34 Tyr 61 – Trp 76 
15. Woche 245,09 245,12 Gln 77 – Val 78 
 260,03 260,09 Asn 53 – Gln 54 
 309,18 309,11 Tyr 43 – Gln 44 
 325,18 325,10 Ser 37 – Gly 39 
 365,16 365,17 Leu 103 – Phe 105 
 386,22 386,19 Thr 82 – Ala 85 
 501,25 501,22 Pro 84 – Ser 87 
 624,93 625,32 Pro 47 – Asn 52 
 635,42 635,28 Phe 55 – Pro 59 
 655,32 655,32 Ala 62 – Val 67 
 783,52 783,38 Arg 68 – Leu 74 
 793,50 793,33 Lys 13 – Phe 17 
 961,63 961,34 Lys 86 – Thr 93 
Experimenteller Teil 117 
Modell Käse          Suparen 





15. Woche 1024,98 1025,36 Cys 11 – Phe 17 
 1111,46 1111,46 Gln 29 – Ser 37 
 1137,24 1137,51 
1137,51 
Pro 27 – Tyr 35 
Ile 28 – Pro 36 
 1171,76 1171,48 Gln 75 – Pro 84 
 1422,80 1422,52 Arg 34 – Gln 44 
 1712,43 1712,76 Cys 46 – Pro 59 
Modell Milch          Chymosin 




Am z essene Ma tisch mög inosäuresequen
5. Wo he c 428,95 429,20 Arg 68 – Ala 71 
 558,90 Gln 75 – Val 78 559,23 
 715,18 715,25 Ser 37 – Tyr 42 
 860,80 860,40 Lys 24 – Gln 29 
 1008,85 1008,47 Pro 64 – Ile 73 
 1032,41 1032,62 Phe 55 – Ala 62 
 1105,45 1105,40 Cys 88 – Arg 97 
 1113,46 1113,46 Ile 56 – Lys 63 
 1171,52 1171,48 Gln 75 – Pro 84 
 1374,61 1374,46 Cys 11 – Asp 20 
 1561,79 1561,58 Thr 82 – Met 95 
 1649,69 1649,74 Asp 20 – Val 31 
 2161,51 2161,98 Ala 62 – Ser 80 
15. Woche 316,97 317,14 Pro 92 – Thr 94 
 535,16 535,15 Ser 87 – Gln 91 
 793,57 793,33 Lys 13 – Phe 17 
 860,84 860,40 Lys 24 – Gln 29 
 1008,88 1008,47 Pro 64 – Ile 73 
 1171,63 1171,48 Gln 75 – Pro 84 
 1299,44 1299,55 Ala 71 – Asp 81 
 1374,46 1374,52 Cys 11 – Asp 20 
 1476,93 1476,54 Cys 88 – His 100 
 1524,76 1524,68 Arg 68 – Ser 80 
 3063,42 3063,30 Ala 62 – Cys 88 
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Modell Milch          Fromase 





2. Woche 487,30 487,22 Pro 8 – Cys 11 
 642,92 643,26 Tyr 60 – Lys 63 
 1008,88 1008,47 Pro 64 – Ile 73 
 1105,53 1105,40 Cys 88 – Arg 97 
 1374,53 1374,46 Cys 11 – Asp 20 
 1380,95 1380,60 Phe 18 – Pro 27 
 1391,58 1391,56 Pro 8 – Phe 17 
 1476,94 1476,54 Cys 88 – His 100 
 1561,85 1561,58 Thr 82 – Met 95 
 1525,84 1525,66 Gln 72 – Pro 84 
5. Woche Leu 103 – Phe 105 
Pro 101 – Leu 103 
365,15 365,17 
365,18 
 487,31 487,22 Pro 8 – Cys 11 
 642,92 643,26 Tyr 60 – Lys 63 
 1008,86 1008,47 Pro 64 – Ile 73 
 1290,78 1290,57 Val 48 – Tyr 58 
15. Woche 366,98 367,12 Phe 18 – Asp 20 
 409,10 409,18 Lys 24 – Tyr 25 
 469,19 469,24 Ile 26 – Gln 29 
 511,38 511,29 Pro 47 – Ile 51 
 558,91 559,23 Glu 75 – Val 78 
 729,26 729,32 
729,33 
Asp 81 – Lys 86 
Val 78 – Pro 84 
 1374,59 1374,46 Cys 11 – Asp 20 
 1968,69 Pro 36 – Ile 51 1968,80 
Modell Milch          Suparen 




A z ssene M minosäuresequen
5. Woche 365,15 
365,18 
Leu 103 – Phe 105 
Pro 101 – Leu 103 
365,17 
 487,33 487,22 Pro 8 – Cys 11 
 654,98 655,32 Ala 62 – Val 67 
 715,22 715,25 Ser 37 – Tyr 42 
 733,00 733,23 Ser 87 – Thr 93 
 931,59 931,44 Ile 26 – Ser 33 
 1008,91 1008,47 Pro 64 – Ile 73 
 1050,93 1050,46 Ala 96 – Ser 104 
 1422,66 1422,52 Arg 34 – Gln 44 
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Modell Milch          Suparen 





5. Woche 1476,91 1276,54 Cys 88 – His 100 
 1501,29 1501,58 Ile 51 – Ala 62 
 1524,84 1524,68 Arg 68 – Ser 80 
 1615,24 1615,72 Lys 46 – Tyr 58 
15. Woche 511,38 511,29 Pro 47 – Ile 51 
 625,25 625,32 Pro 47 – Asn 52 
 654,98 655,32 Ala 62 – Val 67 
 785,34 Leu 74 – Leu 79 785,37 
 1032,79 1032,41 Phe 55 – Ala 62 
 1181,91 Arg 10 – Phe 17 1181,45 
 1245,83 1245,50 Ala 90 – His 100 
 1260,89 1260,52 Phe 55 – Lys 63 
 1290,84 1290,57 Val 48 – Tyr 58 
 1391,64 1391,56 Pro 8 – Phe 17 
 1489,78 1489,64 Pro 59 – Ala 71 
 1524,86 1524,68 Arg 68 – Ser 80 
 1677,05 1676,60 Asp 81 – Met 95 
 1734,71 1734,79 Ala 62 – Trp 76 
 
4.9 Untersuchung von Sauermilchkäse 
ilchkäse ( se) wurde von d i K. Klinnert rf 
 Magergelbkäse (1 Stange = 125 g). 100 g 
ilchkäse enthalten durchschnittlich 27 g Eiweiß, 0,5 g Fett (4 al) 
itere Zuta äureregulatoren (  500) und Ge
m Käsebruch (Käserohlingen). Zur Reifung 
ischalen bei 26 °C und 9 im 
zu ag werden s m 
itgelieferte Folie eingewickelt und  Brutschrank gelagert. Die 
Probeentnahme erfolgt während der 1. Woche , danach alle zwei Tage. Ab dem 
 d.h. die Reifung erfolgt sichtbar von außen 
Hefeschicht während der Reifung kann der 
it einer weichen Bürste mit 10 %iger hloridlösung abgerieben werden. 
öglich nach Hü ern getrenn er 
 wir harnstoffhaltiger PAGE im basischen he 
ittels SDS-PAGE (siehe Kap. 4.7.4) und mittels IEF (siehe Kap. 4.7.5) 
verfolgt.
 
Der Sauerm Stangenkä er Käsere  & Sohn in Karsdo
zur Verfügung gestellt. Es handelt sich um
Sauerm 78 KJ / 112,5 kc
sowie als we ten die S E 170, E würz. 
Ausgegangen wird von frisch hergestellte
werden die Rohlinge vier Tage in Petr 5 % Luftfeuchte 
Brutschrank uneingewickelt aufbewahrt. Bis m 25. T ie dann in eine vo
Hersteller m  bei 18 °C im
jeden Tag
3. Tag können Hülle und Kern getrennt werden
nach innen. Bei Bildung einer Mucor- oder 
Käse m Natriumc
Die Proben werden, wenn m lle und K t, eingefroren. D




Um den Abbau des für die Käsereifung bedeutenden para-κ-Caseins besser verfolgen zu 
 wasserlimitierten Modell unter Bedingungen, die die 
ulieren, durchgeführt. Ein wässriges milchähnliches Modell sollte den 
it bisheri rsuchungen an L des isolierten ög-
assergehaltes auf die 
κ durch verschied gerinnungse er 
 Käsereifungsbedingungen sollten beantwortet 
e wurden die industriell bedeutenden sin, 
Fromase und Suparen gewählt. Die gelelektrophoretische Untersuchung einer ausge-
κ-C aus sollte d er 
 verdeutlic  wenn möglich, Parallelen zum Modell Käse erkennen 
lassen. 
κ-Casein konnte in ausreichender Reinheit und Menge aus κ-Casein nach Hydrolyse 
it Chymosin isoliert werden. Durch Succinylierung konnte die Löslichkeit des para-
ein enzymatischer Angriff unter Modell-
öglich wurde. Die Succinylierung führte zur Verschiebung 
ittleren pI des aseins von urspr 5,5 auf 4,8 ur 
anderungsgeschwindigkeit in Richtung Anode unter Bedingungen der 
sischen Harnstoff-P
ie Hydrolyse des (pa seins ist stark vo ergehalt abhä lte 
unter 55 % reichen für eine umfassende Hydro ser Caseinko us. 
aß der Hy nd auch der Hy rlauf von (p ch 
osin bei Wassergehalten von 55 % bi st ähnlich, a die 
Hydrolyse bei diesen Wasserge rigen milchähnlichen System 
(Wasseranteil 99 %) zeitverzögert ab. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde das 
Modell Käse mit einem Wasseranteil von 60 % und das Modell Milch mit einem 
Wasseranteil von 99 % erstellt und die Hydrolyse des para-κ-Caseins in beiden Modellen 
e Chymosin, e und Sup nen 
 vo chen verfolgt. Di ungsaktivität as 
-Substrat-Verhältnis der Modelle wurden standardisiert. 
deutenden Einfluss auf die Hydrolyse von 
κ-Casein in Gegenwart der Enzyme Chy  Fromase. 
über die Neubildung von Am S-
odu odell Milch en 
 
können, wurden Untersuchungen am
Käsereifung sim
Vergleich m gen Unte ösungen  κ-Caseins erm
lichen. Kernfragen nach der Auswirkung des käseüblichen W
Hydrolyse des para- -Caseins ene Milch nzyme und nach d
Proteolysebeständigkeit des Proteins unter
werden. Als Gerinnungsenzym Enzyme Chymo





κ-Caseins soweit verbessert werden, dass 
bedingungen überhaupt erst m




D ra-)κ-Ca m Wass ngig. Wassergeha
lyse die mponente nicht a
Das Ausm drolyse u drolyseve ara-)κ-Casein dur
Chym s 65 % i llerdings läuft 
halten im Vergleich zum wäss
in Gegenwart der Enzym Fromas aren über ei
Hydrolysezeitraum n 15 Wo e Gerinn der Enzyme und d
Enzym
 
Ein käseüblicher Salzzusatz hat nur unbe
(para-) mosin und
Die Verfolgung des Hydrolyseverlaufs inogruppen (TNB
Methode) zeigt, dass die Anzahl an Spaltpr kten im M  über den gesamt
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Hydrolysezeitraum von 15 Wo nerell höher ist als im Modell 
äse. Der gerin wischen den Modellen ist bei -
zeichnen. Die größte proteolytische Wirkung auf succ. para-κ-Casein zeigt in beiden 
Suparen, gste proteolytis ität weist ie 
nterschiede in der W on Chymosin u  Modell Milch größer 
 Modell Käse.  
n in Gegenwart d  para-κ-Caseins einen erheblichen 
itrau  15 Wochen. Erstaunlicherweise 
κ-Casein d nd 
ase bei gleiche ysebedingungen llen. Im Modell Milch ist die 
e bei Fromase und Suparen schon deutlich früher zu verzeichnen als im 
odell Käse. Trotz a t die Enzymmenge aus, um succ. para zu 
ergaben, das äse 
ochen und einer Temperatur  2 °C noch cht 
drolysiertes succ. p sein vorliegen, während es im Modell Milch bei gleicher 
peratur bis zur Detektionsgrenze abgebaut wird. In beiden Modellen, besonders im 
m Bildung von A  des succ. ie 
ggregatbildung kann durch Behandlung mit DTT bzw. Mercaptoethanol und Harnstoff 
gate mit scheinbaren Molmassen von etwa 
0 kDa, aber vor allem mit scheinbaren Molmassen > 70 kDa beobachtet. Durch 
bachtet. Das 
 ließen sich in über 10 kDa-Filter separierten Proben mittels ESI-MS eine 
chen bei den drei Enzymen ge
K gste Unterschied z m Chymosin zu ver
Modellen die gerin che Aktiv Chymosin auf. D
U irkung v nd Fromase sind im
als im
 
Die Gerinnungsenzyme erfahre es succ.
Aktivitätsverlust innerhalb des Versuchsze mes von
war kein Aktivitätsverlust bei der Hydrolyse von succ. urch Chymosin u
From n Hydrol  festzuste
Aktivitätsabnahm
M llem reich -κ-Casein partiell 
hydrolysieren.  
 
RP-HPLC-, GPC- und Elektrophorese-Untersuchungen s im Modell K
auch nach 15 W von 12 ± ca. 10 - 30 % ni
hy ara-κ-Ca
Tem
Modell Käse, kom t es zur ggregaten para-κ-Caseins. D
A
stark zurückgedrängt werden. Es werden Aggre
2
Succinylierung wird die Aggregatbildung ebenfalls vermindert. 
 
Mittels GPC wurden im Molmassenbereich von 4 kDa bis 11 kDa im Modell Käse 
maximal sechs verschiedene Abbauprodukte des succ. para-κ-Caseins beo
Abbauprodukt mit einer scheinbaren Molmasse von 8,8 kDa ist bei allen drei Enzymen, 
besonders zum Zeitpunkt der 15. Woche dominant. Das Bruchstück mit einer scheinbaren 
Molmasse von 10,5 kDa bzw. 10,7 kDa tritt im Modell Käse nur bei Verwendung der 
Enzyme Fromase und Suparen auf. Im Modell Milch werden im Bereich von 4 kDa bis 
11 kDa nur vier verschiedene Spaltprodukte und damit weniger als im Modell Käse 
detektiert. Ein Bruchstück mit der scheinbaren Molmasse von 10,8 kDa tritt im Modell 
Milch auch bei Verwendung von Chymosin auf. Die Untersuchung der Gesamthydrolysate 
mittels RP-HPLC, GPC sowie die Verfolgung der Hydrolyse über die Neubildung von 
primären Aminogruppen deuten allerdings auf wesentlich mehr Bruchstücke < 4 kDa, 
speziell im Modell Milch, hin. Versuche zur präparativen Abtrennung der Peptide über 
Molmassenfilter mit Ausschlussgrenzen von 3 bzw. 4 kDa waren nicht erfolgreich. 
Hingegen
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Vielzahl von Spaltprodukten < 3 kDa nachweisen. Diesen Spaltprodukten wurden mit 
ilfe des Tabellenkalkulationsprogramms Excel Sequenzabschnitte des para-κ-Casein-
ie gelelektrophoretische Untersuchung von Sauermilchkäse zeigt, dass para-κ-Casein im 
geeignet die Proteolyse während der Käsereifung besser 
achzuvollziehen. 
H
moleküls zugeordnet. In beiden Modellen werden, unabhängig vom Enzym, überwiegend 
Peptide mit Molmassen im Bereich von 400 - 1400 Da aus dem succ. para-κ-Casein 
freigesetzt. Peptide mit vier, fünf und sechs Aminosäuren sowie Dekapeptide dominieren 
im Modell Käse, Peptide vor allem mit zehn Aminosäuren sowie Hexapeptide überwiegen 
im Modell Milch. Freie Aminosäuren wurden nicht detektiert. Einige Bruchstücke wie 
18 - 30 (FSDKIAKYIPIQY), 18 - 32 (FSDKIAK YIPIQYVL) oder 46 - 52 (KPVALIN) 
entsprechen solchen, die bereits in der Literatur beschrieben wurden. Die meisten Bruch-
stücke werden bei Verwendung von Suparen beobachtet. Im Bereich der zwei Cysteinreste 
(Positionen 11 und 88) sowie besonders rund um den Sequenzabschnitt Thr 35 – Arg 68 
des para-κ-Casein-Moleküls weisen eine Vielzahl unterschiedlicher Hydrolyseprodukte 
mit sich überschneidenden Sequenzen auf sekundäre Spaltstellen hin. 
 
D
Sauermilchkäse ebenfalls abgebaut wird. Die Abbauprodukte entstehen jedoch nur in 
geringer Menge. Die Bildung von Hauptabbauprodukten ähnlicher scheinbarer Molmasse 
wie in den Modellen sowie die Bildung von Aggregaten wurde ebenfalls beobachtet. 
Obwohl Sauermilchkäse ohne Zusatz eines Milchgerinnungsenzyms hergestellt wird und 
Plasmin, Hefen sowie Brevibacterium linens einen großen Beitrag zur Proteolyse leisten, 
sind zum Abbau des para-κ-Caseins in den Modellen viele Parallelen zu ziehen. Die 
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